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Metachromasy in the Eggs of Fifteen Lower Animals’ 
By 
John W. Kelly2 
The Marine Biological Laboratory, Woods Hole, Mass., 


and the 
Zoological Laboratory, University of Pennsylvania, Philadelphia, Pa. 


With 5 Figures 


(Received August 24, 1953) 


The phenomenon of metachromasy, in the histological sense, is exhibited 
by a tissue section when a single dye stains some elements of the tissue 
in the normal color of the dye and other elements in a color different 
enough to be detected by the eye. For practical purposes, this definition 
of metachromasy has not changed since Ehrlich first used the term in 
this way in 1877. Among many dyes capable of staining metachromatically, 
toluidine blue has been most widely used. Its normal blue (orthochromatic) 
color is changed to the red or purple (metachromatic) color in the presence 
of such cellular or tissue elements as amyloid, mast cell granules, mucus, 
connective tissue ground substance, synovial fluid, Wharton's jelly, and 
other cellular or tissue elements of animals. Among the plants, meta- 
chromasy has been observed in some bacterial capsules, the volutin of 
bacteria and yeast, algal slimes, and in plant gums and mucilages. 

. Lison (1935, 1936) was the first to reproduce the metachromatic reaction 
in a test tube. His work led to the conclusion that metachromasy, under 
proper conditions, was a specific reaction elicited from the proper dyes 
by sulfate esters of polysaccharides of high molecular weight. Bank and 
Bungenberg de Jong (1939) investigated the metachromatic reaction 
somewhat further than did Lison, broadening the latter's definition of 
metachromasy in two ways. First, they found that any colloid of high 
charge density, not only a sulfate colloid, would serve as a metachromatic 
substrate, or “chromotrope”’. Second, among colloids of equal charge 


1 Part I of a dissertation in Zoology presented to the faculty of the Graduate 
School of the University of Pensylvania in partial fulfillment of the require- 
ments for the degree of Doctor of Philosophy. The research was suvported in 
part by a U.S. Public Health Service grant administered by Dr. L. V. Heilbrunn. 

2 Present address: Department of Anatomy, Medical College of Virginia, Rich- 
mond, Virginia. 
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density, Bank and Bungenberg de Jong concluded that metachromasy 
varied according to the nature of groups responsible for the charge, in the 
order sulfate > phosphate > carboxyl. Michaelis (1947) included the 
problem of metachromasy in his study of the staining of nucleic acids by 
basic dyes. Certain substances, like agar, stain metachromatically under all 
conditions, according to Michaelis. Nucleic acids always stain ortho- 
chromatically. A third class of substances was found to stain metachromat- 
ically only at certain relative concentrations of substrate and dyestuff. 
Michaelis proposed the idea that metachromasy is brought about by sub- 
stances which can polymerize a dye like toluidine blue. Dimers are formed 
primarily, although higher polymers undoubtedly exist under proper con- 
ditions. 

Some of the substances observed by the histologist to stain metachromat- 
ically have been directly related to more or less purified extracts which 
the chemist is also able to stain metachromatically, as Lison did. Agar 
has already been mentioned. Heparin, mucoitinsulfuric acid, chondroitin- 
sulfuric acid and hyaluronic acid are all metachromatic in solution, being 
related respectively to the metachromatic components of the mast cell, 
mucus, cartilage and mesenchymal ground substance. Weissman et al. 
(1952) find both DNA and RNA metachromatic, in contrast to Michaelis’ 
findings. DNA and RNA, however, are metachromatic only between pH 6 
and 7, below 30° C, at an ionic strength of solution less than 0.03, and when 
the ratio of dye-nucleic acid phosphorus is between 0.4 and 1.4. A meta- 
phosphate from yeast is metachromatic in solution, and is related to the 
well-known metachromatic granules found in the yeast cells (Wiame 
(947). 

Some years ago, Heilbrunn suggested that the gelation of protoplasm 
was quite similar to the clotting of vertebrate blood and he believes that in 
living cells generally there is a balance between factors which favor proto- 
plasmic clotting and those which tend to prevent it. Among the anti- 
clotting factors is the strongly metachromatic substance, heparin. For 
details, see Heilbrunn (1952). If this point of view is correct, it should 
be possible to demonstrate the presence of heparin and heparin-like sub- 
stances in various types of living cells. But it should be noted that 
heparin may be present in a combined form, and in such a form it may 
fail to give a metachromatic reaction. Thus the fact that metachromasy 
can be demonstrated in a cell is evidence that the cell contains heparin or 
a heparin-like substance, but the failure of a cell to show metachromasy 
is not proof that heparin or heparin-like substances are absent. 


Following a preliminary note (Kelly 1951 a), the present paper reports 
the distribution of metachromatic substances in the eggs or oocytes of 
fifteen animals, primarily invertebrates. Toluidine blue metachromasy was 
taken as an indication of heparin-like substances, since there is already 
some justification for this relation. What the metachromatic reaction may 
lack in specificity is somewhat mitigated by the important fact that it is 
the only test for mucopolysaccharides compatible with living cells. 
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I wish to thank Dr. L. V. Heilbrunn for suggesting this .problem 
and for offering his encouragement and criticism during the course of 
the investigation. 


Material and Methods 


Eggs, oocytes and ovaries were the primary objects of study. The 
living material was observed when vitally stained, before and after 
centrifugation. Some of the material was fixed for the preparation of 
permanent slides. 

Kahle’s fluid was used almost exclusively for the preparation of the 
sections, although Bouin’s fluid was used to fix samples of several ovaries. 

Toluidine blue 0 was used for vital staining and for the staining of 
sections. Several samples of toluidine blue 0 were used and, for staining 
purposes, no significant differences were noted. Solutions of the dye in 
sea-water were used for vital staining, as reported previously (Kelly 
1950). The staining of sections was done in three ways. First, in order 
to pick up the weaker metachromatic elements, a saturated aqueous 
solution was used for staining times of one to three seconds. Second, 
a saturated solution of the dye in absolute methanol was sometimes useful. 
Finally, the method of Sylvén was routinely used, employing 0.1% 
toluidine blue in 30% alcohol. Stained material was examined by sunlight, 
by unfiltered tungsten light, and by tungsten light filtered through a 4.5 cm. 
layer of 0.05 mg.% toluidine blue in water. 

Light centrifugation of eggs was regularly employed and was oc- 
casionally useful in clarifying the metachromatic picture. An Emerson 
hand-centrifuge, easily started and stopped, was used to give forces in 
the neighborhood of 2700¢ for periods ranging up to two minutes, rarely 
more. 

Living material was kept on a water-table at the temperature of running 
sea-water, about 21°C. Any special details of interest in the handling of 
the animals or their eggs are presented in the following sections of the 
paper. 


Observations 
I. Annelida 


The “ovaries” of most members of the Annelida consist of modified 
mesothelium, especially around the nephridia, so that the ovarian masses 
project into the coelom. Some annelids pass eggs through the nephridia 
at the time of shedding while others release their eggs by a bursting of 
the body wall. Eggs were obtained for study by nicking or cutting open 
the parapodia and allowing the eggs to drain into sea-water. The mucus 
(egg-jelly?) associated with these eggs is readily removed by several pas- 
sages of the eggs through cheesecloth. 


Amphitrite brunnea 


This worm has an almost spherical egg, about 140 microns in diameter. 
No jelly layer was observed but it may have been previously removed. 


25* 
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The cytoplasm is densely packed with colorless or yellowish granules, the 
cortex being 1—2 microns thick and granule-free. The nucleus, about 
10 microns in diameter, is difficult to see unless the egg is flattened. Cyto- 
plasmic granules, spherical or ovoid and ranging from the limit of visibil- 
ity to about 1-2 microns, appear to be arranged in a peripheral shell, 
with the central part of the egg relatively free of large granules. After 
staining the living egg with toluidine blue, the only color visible was blue: 
no metachromatic staining was seen anywhere. 


Arenicola marina 


The egg of this worm was seen twice but data are insufficient to 
describe it adequately. However, no jelly layer was observed and no 
metachromatic staining was seen following toluidine blue. The egg was 
found (by Mr. André Gagnon) to be extremely difficult to centrifuge. 


Chaetopterus pergamentaceous 


This egg has been the most extensively studied of the group considered 
in this paper. Chaetopterus is a marine worm dwelling in a U-shaped 
parchment tube on the ocean bottom. The eggs are shed into sea-water 
with germinal vesicle intact. Fertilization will not occur until ten minutes 
after shedding when germinal vesicle breakdown is complete. Gold- 
stein (1950) has studied certain aspects of germinal vesicle behavior in 
Chaetopterus. 

Vital staining has revealed a very interesting situation in the Chaeto- 
pterus egg (for details and photograph, see Kelly 1950). After vital 
staining with toluidine blue and light centrifugation, a metachromatic 
fraction is resolved from the cytoplasm and this fraction comes to rest 
under the centripetal fat cap. This metachromatic material has not been 
observed before germinal vesicle breakdown, giving the impression that 
the material is released by the germinal vesicle. Certain difficulties in 
staining the egg while the germinal vesicle is intact have not yet been 
resolved. As with many metachromatic substances, the centripetal 
material in the Chaetopterus egg does not stain metachromatically with 
toluidine blue after ordinary fixation methods. 

Preliminary attempts were made to isolate a small quantity of the 
metachromatic fraction by the homogenate-centrifugation method. These 
attempts were unsuccessful, although it was found that the metachromatic 
material, in the form of vacuoles or coacervates, persisted for a short while, 
at least, in ordinary sea-water. 

Except for this metachromatic, centripetal material, the Chaetopterus 
egg is notably non-metachromatic. No firm jelly layer was observed and 
this was a common observation among the annelids. There is a jelly of 
some kind associated with Chaetopterus eggs, no doubt. The usual 
procedure for obtaining the eggs involves a mincing of the female para- 
podia and several pasages of the eggs through cheesecloth. The first 
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passage invariably removes most of a clear mucus and subsequent passages 
provide eggs with no visible jelly. ; 

The Chaetopterus ovary is probably the least metachromatic of all 
observed. There is some metachromasy appearing as faint reddish streaks 
in the loose connective tissue and mesothelium of the nephridia or body 
wall. This is nothing more than would be expected in the ground substance 
of any mesodermal tissue. Strongly metachromatic amorphous masses, 
unidentified, are also found in the same connective tissue. These masses 
are a deep red or purple after toluidine blue and they range up to the 
order of size of very small oocytes (10 microns). 


Nereis limbata 


Eggs of this species are discharged into sea-water following a bursting 
of the female during the periodic spawning. When shed, the Nereis egg 
is in the germinal vesicle stage 
and the jelly resides in the cor- 
tex as a jelly-precursor. Upon 
fertilization, the germinal ve- 
sicle starts its breakdown and 
the jelly is extruded to form, 
eventually, a voluminous jelly- 
layer around the egg. The pas- 
sage of jelly continues for about 
15 minutes but the bulk has 
been formed in 2—3 minutes. 

Cortical metachromasy is in- 


tense in the living egg and this Fig. 1. Nereis egg, unfertilized. Sectioned 
ted color is also seen in the at g microns. Note the large, clear germinal 
fixed, unfertilized egg (Fig. 1). vesicle and the surrounding highly vacuola- 
After fertilization, with the ted cytoplasm. The cytoplasmic vacuoles 
swelling of the jelly, the red consisted of oil which was dissolved out in 
color is markedly diluted and the preparation of this section. Compare 
somewhat resembles the color the blue color of the cytoplasm with the 
obtained with the jelly of the deep violet of the cortex. 
Arbacia egg. 

A small percentage of the eggs, after fixation, showed a delicate meta- 
chromasy in the nucleoplasm, often localized on one side of the germinal 
vesicle. In addition, small blisters or vacuoles adhering to the surface of 
the nucleolus were occasionally metachromatic. 

The cortical metachromasy of the Nereis egg is extremely resistant to 
alcohol. Extraction of a section for one hour with absolute alcohol reduced 
the cytoplasmic blue color to a blue-green while the deep purple cortex 
became blue-violet (Fig.2). This is a clear-cut case where alcohol has not 
removed metachromasy, as it so often does. In its resistance to alcohol, 
the cortical metachromasy of the Nereis egg is comparable to the strong 
metachromasy of the mast cell. 
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Il. Mollusca 


All the molluscs examined were bivalves, having gonads in the base of 
the foot near the root of the mantles. These gonads are intimately 
associated with the digestive tract, also imbedded in the foot-muscle. It is 
difficult to induce the shedding of eggs in these forms and the usual 
procedure for obtaining eggs is to mince or cut into the gonad region, 
allowing the oocytes to drain out in sea-water. 


Mytilus edulis 


Battle (1931-1953) describes the egg of the edible mussel as a pale 
brownish-pink body, polygonal at first, later rounding to about 70 microns 
diameter. The only living egg 
I observed was 80 microns in 
diameter and brownish-yellow 
in color. 


Portions of the animal in- 
cluding the ovaries were fixed 
and obtained with toluidine 
blue but no oocytes were pre- 
sent. A scattering of fine- 
granular, metachromatic mate- 
rial, similar to that found in 
Spisula, was associated with 
Fig. 2. Nereis egg, unfertilized. Sectioned the ovarian tissue (or gut). One 
at 8 microns. This section was extracted for shed oocyte was fixed and 
one hour in absolute alcohol after staining stained. It had an irregular 
with toluidine blue. Compare with Fig. 1. phomboid shape, 32 by 50 mi- 
noting overall reduction of both the cyto-  grons (measured in the fixed 
plasmic blue color and the metachromatic condition), with a dense granu- 
color of the cortex. This would be considered l ian d j 
a strong and resistant metachromatic reaction. wei ef iat a ea aieapner rile 

minal vesicle. The germinal 


vesicle measured 12 by 19 mi- 
crons and was not stained at all. The cytoplasm stained a pure blue. 
No metachromasy was found except in a small extracellular projection 
which looked like a remnani of a jelly layer. 





Spisula solidissima 


Recently, the egg of this large clam has been studied in detail by Allen 
(1951). The living egg is about 55—60 microns in diameter. Ovarian eggs 
or oocytes (fixed condition) ranged from 9 to 42 microns in approximate 
diameter, being somewhat irregular. 


The living egg is metachromatic in the thick cortex or cell-membrane 
and in the jelly layer. This metachromasy is not destroyed after fixation. 











f° 
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There is also a faint metachromatic “halo” in the cytoplasm immediately 
surrounding the germinal vesicle. This halo is observed after vital staining 
with toluidine blue but not in the fixed condition (Fig. 3). 

The ovarian tissue of Spisula is charged with much amorphous meta- 
chromatic material. It is not believed that these granules or larger masses 
are associated with any particular cells; they may well be precursors of 
the egg jelly. 


Venus mercenaria 


The egg of the hard-shelled clam or quahog, like most pelecypod eggs, 
is shed in the immature condition with germinal vesicle intact. Germinal 
vesicle breakdown does not occur until after fertilization. Shed eggs are 
not all of the same size, the larger ones being oval or round and measuring 
up to 80 microns in the largest dimension. This is somewhat larger than 
Loosanoff (1937) found the Venus mature egg to be. The cytoplasm 
is densely packed with granules 
up to 7 microns in diameter or 
length. A soft jelly is present 
all around the egg, in a layer 
20 to 30 microns thick. 

The cytoplasm could not be 
called metachromatic, although 
the overall blue color of the 
cytoplasm is distinctly toward 
the purple and not a pure blue. 
The germinal vesicle is un- 
stained although the prominent 
nucleolus often stains blue or Fig. 3. Spisula egg, unfertilized. Stained for 
purple. The jelly does not al- 25 minutes in the living condition with dilute 
ways stain; when it does, the toluidine blue in sea-water. Note the meta- 
color is pink or reddish like chromatic “halo” around the germinal vesicle. 
the color of all other jellies. This is an example of a weak metachromatic 
‘ reaction. 





These eggs are very difficult 
to centrifuge and, in any case, 
centrifugation does not clarify metachromatic picture. It should be 
mentioned that stratification is typical: the nucleus and fat collect at the 
centripetal pole, with the bulk of the yolk granules thrown down to the 
centrifugal pole. The nucleolus is centrifugal within the nucleus. 


Ill. Arthropoda 


Arthropod eggs are distinctly different from all other eggs described 
in this paper. The arthropod egg is usually loaded with yolk and the 
cytoplasm is relatively sparse, so that cleavage is confined to a thin 
superficial layer. Data are meager on the two forms studied, since 
observations were limited to one case for each form. 
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Palaemonetes vulgaris 


This animal is the common fairy prawn, found in fresh or brackish 
waters. Eggs and embryos in various stages were found in the external 
brood-pouch. Unpigmented eggs were about 250 to 290 microns long, oval 
in shape, and filled with yolk granules and vacuoles, and oil globules, of 
a wide range of sizes. After toluidine blue vital staining, the larger 
inclusions tended to stain blue, the smaller being colored reddish purple. 
The matrix of the egg was colorless. 


Uca pugnax 


Only two stages considered to be eggs were recovered from this 
specimen of the fiddler crab. The smaller forms (70-176 microns) were 
nearly white with an orange pigment spot at the surface. The larger 
forms contain a pale purple pigment which gives a characteristic overall 
color to the ovary. In stages from 200 to 300 microns in length, after 
staining with toluidine blue, the inclusions ranged in color from purple 
through violet to blue. Certain larger globules, probably oil, did not stain 
at all with toluidine blue. It must be emphasized that this staining (and 
that of the Palaemonetes egg) probably involves material not ordinarily 
considered a part of the cell protoplasm. 


IV. Echinodermata 


Some eggs of this phylum (e. g., Asterias) resemble the eggs of molluscs 
in that they are shed while immature and do not complete their maturation 
until after fertilization. Other echinoderm eggs (e.g., those of Arbacia 
and Echinarachnius) complete both maturation divisions in the ovary and 
are fully mature when shed. 


Arbacia punctulata 


This sea urchin produces an egg which has been studied more fully, 
perhaps, than the egg of any other species. E. N. Harvey (1932) 
published a list of constants for the egg and it is surprising that such 
useful compilations have not been drawn up for other eggs. The Arbacia 
egg is spherical, 74 microns in diameter, with a firm jelly layer about 
30 microns thick. It is filled with small clear or yellow yolk granules and 
possesses also a number of red granules which contain a pigment called 
echinochrome. 

Observations of metachromasy with toluidine blue are not new for the 
Arbacia egg. E. B. Harvey (1941) has described a metachromatic siaining 


of the hyaline layer after vital staining and centrifugation. She was also the 
first to report metachromasy in the jelly layer. Lansing and Rosenthal 
(1949) found that a slight metachromasy in the cortex or vitelline membrane 
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was enhanced after treatment of sections with ribonuclease. . All these 
observations have been essentially confirmed. However, while the hyaline 
layer of most eggs does assume a diffuse violet color after vital staining 
with toluidine blue, such colors are so weak and labile that they have noi 
been considered metachromatic.in this paper. 

With respect to the jelly, it has been observed to be metachromatic on 
the egg, after removal from the egg, and after long dialysis against distilled 
water. The jelly has been observed as it is laid down on the oocytes in 
the ovary, where it is also metachromatic. The details of jelly-deposition 
in the ovary are of great interest but have not yet been studied in detail. 

The vitelline membrane and possibly the cortex of the egg is meta- 
chromatic, as Lansing and Rosenthal found it. The action of 
ribonuclease was not tried, however. 

The Arbacia ovary is not strongly metachromatic. The only meta- 
chromasy, other than that of intra-ovarian jelly, is found in the ground 
substance of the ovarian mesenchyme. 


Asterias forbesi 


These eggs are immature when shed and the germinal vesicle does not 
break down for some few minutes.*. Among various extracts made by 
Heilbrunn and his co-workers (Heilbrunn, Wilson and Harding 
1951), the Asterias ovary extract has shown the most potent anti-mitotic 
action. 

The Asterias ovary is usually very crowded with oocytes in all stages 
of development. The cytoplasm of the smaller oocytes stains a deeper 
blue than does the cytoplasm of the larger eggs, seemingly due to greater 
granule concentration. Metachromasy is slight in the cortex and jelly of 
the larger eggs. The jelly is loose on the smaller oocytes, tighter on the 
larger ones. Vital staining of shed eggs often showed a suggestion of 
metachromasy in the granular cytoplasm, but this never persisted after 
fixation. 

There is slight metachromasy in the ground substance of the ovarian 
connective tissue. 


Echinarachnius parma 


Like Arbacia, the sand dollar sheds eggs which are fully mature. In 
the ovary, polygonal or oval eggs and oocytes are found in all stages, the 
cytoplasm increasing in amount with age while the nucleus does not 
enlarge appreciably. Shed eggs are spherical with a finely granular 
cytoplasm containing no conspicuous pigment. A large amount of firm 
jelly covers the egg. In this jelly are imbedded a number of small oval 
bodies about six microns long. They contain a red pigment which has not 
been identified. In the jelly of a Pacific sand dollar, Fox and Scheer 
(1941) found that similar jelly-bodies contain an echinochrome, although 
their evidence rests on extracts which apparently included not only the 
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“gelatinous egg-cases” but also the tests of the animals. Just (1927) has 
described the curious wave of jelly-body breakdown which occurs when 
the eggs are activated. In the summer of 1951, at Woods Hole, Mr. 
J. Hagstrom prepared an acid-alcohol extract of the jelly-body pigment. 
I ran one absorption spectrum of this pigment which seemed to indicate 
that the pigment was not a typical echinochrome. Mr. Hagstrom has not 
yet published these results. 

Vital staining and the staining of fixed sections show an intense meta- 
chromasy in the jelly. comparable to the cortical metachromasy of Nereis 
(Fig. 4). There is a faint meta- 
chromasy in the cortical region 
or vitelline membrane of the 
Echinaradhnius egg. 

Except for jelly around the 
oocytes, the ovary of Echina- 
racinius is practically non- 
metachromatic. 


V. Chordata 





An important feature of 
fertilization among some of the 
Fig. 4. Echinarachnius jelly as found in the chordates, in contrast with lo- 
ovary. Sectioned at 8 microns. Parts of wer forms, is the practice of 
mature oocytes (stained blue) are seen at the degrees of internal fertilization. 
right and left, with a mass of highly meta- 
chromatic jelly between. In the jelly, seve- 
ral “jelly bodies” are seen. These are small, 
fairly clear, oval objects with one or more 

dark granules inside. 


This practice involves more or 
less elaborate mechanisms for 
handling the egg after its re- 
lease from the ovary. One of 
the most conspicuous additions 
is some form of tube or re- 
ceptacle modified to pass or retain the egg. Considering extraneous coats 
only, this tube may add a variety of layers to the egg in addition to those 
that the ovary has provided. 


Ciona intestinalis 


Most ascidians, like Ciona, produce moderately telolecithal eggs with 
somewhat complex surface layers. External to the plasma membrane is 
a layer of “test cells’, followed by the chorion. Outside the chorion and 
adherent to it is a corona of foam bodies, triangular in shape, with the 
bases applied to the chorion surface. These foam bodies apparently swell 
or are released from compression when the egg is ovulated. The substance 
of the foam is reticular throughout and at the peripheral end of each body 
is a single drop of oil. 


The diameter of the Ciona egg is 160 microns. The egg surface is 
separated from the chorion by a space of about 6 microns and in this space 











are the test cells. 
yolk, measuring about | micron or less. 
observed in the test cells. 
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The egg is moderately well-filled with granules,probably 
A natural reddish pigment was 


Metachromasy in the egg of Ciona was limited to the foam reticulum 


and possibly the chorion. 
It was interesting to see that some of 
the foam bodies, after a short time in 
toluidine blue, rounded up and dropped 
off the chorion. Whether the same loss 
occurs in ordinary sea-water was not 
observed. 


Opsanus tau 


The fertilized egg of the toadfish 
is about 5mm. long, oval in shape, filled 
with a clear yellow yolk. Young eggs 
or oocytes observed ranged in length 
from 140 to 280 microns. They were 
covered by a very loose chorion, which 
appeared somewhat wrinkled and 
fibrous. This chorion and _ ovarian 
tissue (follicle cells?) were colored red 
to violet by toluidine blue. The bulk 
of the oocyte cytoplasm and yolk, ex- 
cept for a single, large, colorless oil drop, 
was colored blue. 


Rana pipiens 


The mature egg of this frog is 
1.7mm. in diameter. It is_ entirely 
opaque, being filled with pigment (me- 
lanin) at the animal pole and with 
cream-colored yolk at the vegetal pole. 
This opacity prevented observations 
on the vitally stained, mature egg and 
observations were limited to the extra- 
neous coats entirely. Perhaps a study 


The egg proper was entirely non-metachromatic. 


ee 
ose * ost? 
Ble 








Fig. 5. Glass bead coated with 
jelly. This bead, about 1.7 mm. 
diameter, was passed through the 
oviduct of a Rana pipiens female 
and acquired normal layers of 
jelly. The inner layer is seen 
close to the bead and the limit 
of the outer layer is faintly vi- 
sible at some distance from the 
surface of the bead. A normal 
egg is at the bottom of the field. 
Numerous air bubbles are scat- 
tered across the rest of the field. 


of the very clear non-pigmenied oocytes will prove fruitful; work hat not 


yet been started with them. 


Vital staining of.the mature egg with toluidine blue shows the jelly to 
be strongly metachromatic in the innermost layers and unstained or faintly 


blue in the outer layers. 


Positive Molisch and Millon reactions with total 


jelly indicated the presence of carbohydrate and protein respectively. 
The inner layer gave a stronger Millon-positive than the outer layers. 


Overall, there is at least preliminary evidence that the frog egg-jelly, like 
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most other jellies, is something like a mucoprotein or mucopolysac- 
charide. 

One other significant observation was made on this egg. Rugh (1935) 
described the introduction of lead shot into the abdomen and the apparently 
normal passage of the shot through the oviducts of the frog. Oviducal 
jelly was deposited around the shot in the same way as it is deposited on 
the eggs. Since I was interested in certain jelly-analyses involving strong 
reagents, Rugh’s method was modified by substituting hand-made glass 
beads for the lead shot. After a number of unsuccessful attempts, three 
glass “eggs” were obtained covered by normal-looking jelly. One of these 
is shown in Figure 5. Of the three beads, one was stained in dilute 
toluidine blue along with normal eggs passed at the same time. Whereas 
the eggs showed the usual metachromasy in the inner layer, there was no 
metachromasy at all in the jelly around the bead. Though this is only one 
observation, it is of such a nature as to indicate that the jelly substance 
responsible for metachromasy may come from the egg and not from the 
oviduct. 

It is well-known that body-cavity eggs are non-fertilizable in the frog and 
do not become so until they have passed through the upper third or upper 
fifth of the oviduct. In the salamander, Good and Daniel (1943) were 
able to increase the fertilizability of body-cavity eggs from about 3% to 
about 33% by placing the eggs for a time in egg-jelly. Until further work 
has been done with frog-egg jelly, the significance of metachromasy in the 
jelly is speculative. 


No simple summary could adequately cover the variety of observations 
made on all these eggs. However, Table 1 is an attempt to present briefly 
information on the mere presence or absence of. metachromasy, with 
approximate localization of that metachromasy. In Table 1, the headings 
“Jelly” and “Ovary” may, in some cases, be loosely interpreted to include 
“extraneous coats” and “ovarian tissue” respectively. It may be seen that 
metachromasy is less frequent in the interior of the egg, more frequent in 
the surface regions and in the extraneous coats. This is shown more 
clearly by the following frequencies: 


Positive 

Metachromasy 
Region Count (% frequency) 
Ovary 8/8 100 
Jelly 9/13 69 
Cortex 6/13 46 
Cytoplasm 6/14 43 
Nucleus 2/14 14 


The cortex, for example, was observed in the eggs of thirteen separate 
species. Six of the thirteen eggs showed positive metachromasy in that 
region, equaling 46% frequency of occurrence. The figures in the third 
column above should be taken more for their relative significance than 
their absolute values. 
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Table 1. Distribution of Metachromasy in Eggs and Ovaries. 












































Number Cyto- 
Phylum and Genus | of obser-| Nucleus > - Cortex Jelly | Ovary 
. vations! plasm 

Annelida 

Amphitrite 1 — — a ? 

Arenicola 1 _ — ~_ ? ? 

Chaetopterus 30 (F) as — =f - 

Nereis 3 (F) + — — + a + 
Mollusca 

Mytilus 1 (F) — = ai 23 a 

Spisula 2 (F) -- + + av - 

Venus 2 ibd ioe hex ion 9 9 9 
Arthropoda 

Palaemonetes 1 — + — +— oa ? 

Uca 1 care ees rs a8 9 
Echinodermata 

Arbacia 7 (F) -- + =f 4. 

Asterias 4 (F) +— + ae we 

Echinarachnius 6 (F) -- —_ + + 4 
Chordata 

Ciona 1 an es an + 9 

Opsanus 1 = — _ is + 

Rana 3 ? ? ? - 2 

(+) Positive metachromasy (+ —) Variable metachromasy 

(—) Negative metachromasy (?) Observation not made 


1 In this column, an (F) indicates that observations were also made on 
permanent preparations. 


Discussion 


The widespread occurrence of metachromasy in egg-jelly is not sur- 
prising, considering the possible relation of the extraneous coats to the 
metachromatic ground substance(s) of the mammalian connective tissues. 
Meyer (1950, 1951 a, 1951 b) has established the existence of five distinct 
mesenchymal polysaccharides. These polysaccharides are: (a) hyaluronic 
acid from vitreous humor, umbilical cord, synovial fluid and certain 
mesodermal tumors; (b) chondroitin sulfate A from hyaline cartilage; 
(c) chondroitin sulfate B from heart valves, aorta, tendon and skin; 
(d) chondroitin sulfate C from hyaline cartilage, heart valves, tendon 
and skin; and (e) hyaluronosulfate, which has been obtained only from 
the cornea. Heparin is mentioned as a possible sixth ground-substance 
polysaccharide. 


While the nature of egg-jelly is not yet entirely known, some suggestive 
chemical and physiological properties of the jelly have been discovered. 








342 J. W. Kelly 


The jelly-substance has been related to F. R. Lillie’s “fertilizin”, a 
component of importance in the fertilization process of lower animals (see 
reviews of Tyler 1948 and Runnstrém 1950). Vasseur (1948) finds 
that the jelly of Strongylocentrotus droebachiensis eggs contains ahout 
25% sulfate, while the dissolved jelly-coat of Echinus esculentus eggs has 
a heparin-like effect on blood clotting with one-twentieth the anticoagulant 
activity of commercial heparin (Immers 1949, Immers and Vasseur 
1949). Thus, the metachromatic component of some egg-jellies may be 
closely related to heparin and similar polysaccharides. A possible excep- 
tion to this, the only one known to the writer, is mentioned by Davson 
(1951, page 8) who says that “in Mnemiopsis the jelly is a nucleoprotein”. 
Intracellular metachromasy, in the cortical region or cytoplasm proper, 
is less frequent than metachromasy in the extraneous coats. Perhaps the 
best-known example of an intracellular metachromatic material is the 
mast-cell granule, presumed to be the source of heparin. It is a matter of 
interest that Julén, Snellman and Sylvén (1950) consider heparin to 
come, not from the large granule of the mast cell, but rather from the 
small granules or the cytoplasmic matrix. Furthermore, the extraction 
method of these authors avoids the usual strong reagents and provides 
a heparin considered to be closer to the native form, that is, a heparin- 
lipid-protein complex. Snellman, Sylvén and Julén (1951) find this 
complex possessing a greater anticoagulant potency than ordinary heparin. 
While the mast cell is usually described as the sole source of heparin, 
certain alternative evidence cannot be dismissed. Charles and Scott 
(1933) extracted heparin from a variety of mammalian tissues, including 
muscle, and an examination of their table does not show a particularly 
close correlation between mast-cell content and extractable heparin. 
Fawcett (1953), studying the mast cells in the rat mesentery, found that 
regeneration of these cells begins “in cells indistinguishable from fibroblasts 
in the walls of small blood vessels”. Possibly, in certain tissues or cells, 
the metachromasy of heparin-like substances may be masked by more or 
less basic proteins (Kelly 1951 b). Other cases in point are the production 
of metachromatic residues by the proteolytic digestion of collagen (Follis 
1951) and the enhancement of cortical metachromasy by ribonuclease 
digestion, previously mentioned (Lansing and Rosenthal 1949). 
Metachromasy in the nucleus, referable to nucleic acid, has been 
described in the literature but the situation is not clear. Nuclear meta- 
chromasy is certainly the least-frequent type of metachromasy and the 
most labile. Michaelis (1947) was of the opinion that nucleic acid (RNA) 
would always stain orthochromatically. Lison and Mutsaars (1950) 
believe that an excess of dye over nucleic acid may result in a meta- 
chromatic color, while an excess of nucleic acid over dye produces a 
greenish hue, called by these authors “negative metachromasy”. Isolated 
nuclei and chromosomes in mitosis have been observed to stain meta- 
chromatically (Carnes, Weissman and Rubin 1951). Spectrophoto- 
metric studies of pentose and desoxypentose nucleic acids in solution have 
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shown that these acids are metachromatic chromotropes under. certain 
conditions listed earlier in this paper (Weissman et al. 1952). 


It must be admitted that nucleic acid is the component most likely to 
be responsible for metachromasy in the nucleus. Mucopolysaccharides have 
not been extracted from nuclei, to the author's knowledge, although Monné 
and Slautterback (1950) offer evidence, based on staining, that 
mucopolysaccharides do exist in the nucleus. Sharp (1943, page 52) 
mentions a nucleolar sulfuric acid ester but gives no reference for the 
statement. 

The general physiology of the mucoid substances lags far behind 
knownledge of their chemistry and even their histochemistry. For the 
special case of hyaluronic acid, a number of suggestive papers are 
presented in a recent publication on the mesenchymal ground substance 
(see Meyer 1950). Hyaluronic acid is involved in resistance to invasive 
infection, rheumatic diseases, carcinoma invasion, fertilization, and other 
normal or pathological conditions, some of them presumably under adrenal 
or pituitary hormonal regulation. Meyer (1951a) states that “Histo- 
logical techniques ... have called attention to the accumulation in various 
diseases and in experimental conditions of material thought to be muco- 
polysaccharide in nature ... in the nodules of rheumatoid arthritis ... 
Aschoff bodies of rheumatic fever ... myocarditis in acute rheumatic 
carditis ... lupus erythematosus disseminatus ... myxedema ... granulation 
tissue ... skin of experimental mammals ... coxcomb on application of 
sex hormones or pituitary hormones ... elastic membrane of the smaller 
arteries, especially in the intima ... aorta and its branches ...” Meyer 
continues to say that “hyaluronic acid occurs in greatly hydrated gels and 
therefore may be involved in water binding”, while the sulfated muco- 
polysaccharides and mucoproteins may have a “possible réle as cationic 
exchange resins’. In future investigations upon these substances, accord- 
ing to Meyer, it is seen that “histology will play a predominant part, 
especially as methods are developed that can give more specific and 
quantitative information than those now in use’. 

It is evident that hyaluronic acid and related mucopolysaccharides of 
the connective tissues are of great interest to the clinician and pathologist 
and offer numerous problems for the general physiologist. Still another 
mucopolysaccharide, heparin, has been relatively little studied at the 
cellular level compared to the vast amount of clinical and chemical work 
that has been done with this potent anticoagulant. The investigations of 
Sylvén and his co-workers upon the mast cell have already been 
mentioned. Paff and Bloom (1949) have been interested in mast-cell 
tumors from which large quantities of heparin may be extracted and have 
recently attacked the truly crucial problem of extracting heparin from 
pure cultures of these mast-cell tumors. 

Heilbrunn (1952) and his co-workers have been engaged for several 
years in studies upon the inhibition of cell-division in the eggs of lower 
animals. Heparin, among other compounds, has figured largely in these 
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studies because of its ability to suppress or stop cell-division. Heparin is 
still of importance in Heilbrunn’s colloid chemical theory of stimulation 
but, for physiological reasons, interest is spreading to ovarian extracts 
mentioned above (Heilbrunn, Wilson and Harding 1951) and to 
highly active heparins obtained from marine animals, such as clams (Tho- 
mas 1951). Following Thomas’ original work, Frommhagen e¢ al. 
(1953) have prepared and purified preparations from the clams Mactra 
spisula (probably Spisula solidissima) and Artica islandica. These heparins 
are called “mactin-A” and “mactin-B”, terms incorrectly derived from the 
generic name of one of the clams. The preparations of Frommhagen 
and his co-workers were of greater effective potency in vivo than com- 
mercial Na-heparinate of equivalent in vitro activity. 

The distribution of metachromatic substances reported in this paper 
has shown only that heparin-like materials may exist rather widely in eggs. 
In certain cases, evidence from other than metachromatic studies has been 
presented to give additional meaning to the investigations with toluidine 
blue. Such evidence also cautions against categorically classifying all 
metachromatic substances as heparin-like, or even as mucopolysaccharides, 
especially in the nucleus. A proper view, at the present time, seems to 
be that the stronger and more resistant metachromatic reactions tend to 
indicate heparin-like compounds while the weaker and more labile re- 
actions may be due to nucleic acid. The absence of metachromasy in fixed 
material cannot always be taken to indicate the corresponding absence of 
heparin-like substances, unless more rigorous information derived through 
different techniques is available. 


Summary 


The eggs or oocytes, and in some cases the ovaries, of four annelids, 
three molluscs, two arthropods, three echinoderms and three chordates were 
examined for the presence of metachromasy, using toluidine blue. 

Metachromasy was invariably found in the jelly, in other extraneous 
coats, or in the ovarian tissue. The cell cortex or cytoplasm was less 
commonly metachromatic than the extraneous coats. The nucleus or 
nucleolus was rarely metachromatic and such metachromasy, when found, 
tended to be weak. 

The distribution of metachromasy is related in a general way to sub- 
stances which occur naturally in the specific cells studied and in other 
cells or tissues. Such substances are most likely to resemble heparin or 
hyaluronic acid and, except under certain conditions, they are least likely 
to be nucleic acid. 
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Cytologische Studien ].' 


Zur sublichtmikroskopischen Struktur des Cytoplasmas und 
zum Nachweis seiner ,Partikelpopulationen*? 


Von 
K. E. Wohlfarth-Bottermann 2 


Aus der Abt. fiir Elektronenmikroskopie am Hygiene-Institut der Universitit 
Miinster und dem Giste-Laboratorium der Firma Carl Zeiss Mosbach (Baden). 


Mit 34 Textabbildungen 


(Eingelangt am 5. September 1953) 


Die vorliegende Arbeit soll einen Beitrag zur sublichtmikroskopischen 
Struktur des Cytoplasmas sowie etwa vorhandener Einschliisse gleicher 
GréRenordnung liefern. Die Suche nach cytoplasmatischen Erbtragern sei- 
tens der Genetik und Krebsforschung sowie unsere, trotz zahlreicher cyto- 
und histochemischer Methoden, geringen Kenntnisse iiber die stoffwechsel- 
physiologischen Funktionen bereits bekannter permanenter Plasmaein- 
schliisse lassen eine Analyse des Strukturgefiiges der lebenden Zelle ins- 
besondere auch im sublichtmikroskopischen Bereich immer dringender er- 
scheinen. Wenn auch die gréferen Zellbestandteile, wie Kerne und Mito- 
chondrien, nicht zu diesem Bereich gehéren, so werden sie bei einer solchen 
cytomorphologischen Betrachtung doch beriicksichtigt werden miissen, zu- 
mal die. Mitochondrien (Chondriosomen) nahe der Grenze der lichtoptischen 
Auflésbarkeit liegen und bei der Darstellung unserer heutigen Kenntnisse 
immer wieder zitiert werden. 

Die Epoche der lichtoptischen Forschung hat an wichtigen permanenten, 
d. h. in gewisser Beziehung gegenitiber dem Cytoplasma selbstandigen Zell- 
einschliissen die Existenz von Kernen und Mitochondrien sicher- 
gestellt. Die Diskussion iiber den Organellcharakter der Mitochondrien hat 
bis in die jiingste Zeit angedauert. Heute kann als gesichert gelten, daf 
die Mitochondrien selbstandige, wahrscheinlich sogar autoreproduktive Zell- 
organelle sind, denen im Stoffwechselgeschehen der Zelle wichtige physio- 
logische Aufgaben zufallen (Perner [125]). 


1 Herrn Prof. Dr. Karl Wilhelm Jétten in Dankbarkeit gewidmet. 

? Vorgetragen auf der Tagung der Deutschen Gesellschaft fiir Elektronen- 
mikroskopie 1953 in Innsbruck. 

3 Adresse: (21b) Witten-Ruhr, BottermannstraRe 5. 
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Neuere Forschungsergebnisse haben immer deutlicher ergeben, dafi nicht 
der Kern, sondern das Cytoplasma den Ort der grundlegenden biochemi- 
schen Zellprozesse darstellt. 


Mit der Einfiihrung des Ultramikroskops sowie der Polarisationsoptik 
wurden in der lichtmikroskopischen Epoche bereits indirekt Aufschliisse 
iiber sublichtmikroskopische Strukturen und Bauelemente erzielt. Die in 
jiingster Zeit entwickelte Elektronenmikroskopie erschlof im Zusammen- 
hang mit der Réntgenographie dem Cytomorphologen endgiiltig den sub- 
lichtmikroskopischen Bereich. Beide Methoden lassen heute schon Riick- 
schliisse auf den noch verbleibenden molekularen (amikroskopischen) Be- 
reich zu. 


Der zu Anfang der lichtoptischen Epoche vorherrschende Optimismus, 
durch eine Analyse aller Zellbestandteile die fiir den Lebensvorgang ver- 
antwortlichen, spezifischen Strukturen oder Trager zu finden, hat sich als 
nicht berechtigt erwiesen. Die noch nicht abgeschlossene lichtoptische Ana- 
lyse der Zelle hat aber bekanntlich nach Aufstellung der Zellentheorie von 
Schleiden-Schwann unsere Kenntnisse von den Lebensvorgingen we- 
sentlich und fruchtbar erweitert. Die Notwendigkeit, eine cytomorpho- 
logische Analyse nun auch auf den sublichtmikroskopischen Bereich aus- 
zudehnen, braucht daher nicht mehr besonders betont zu werden. Bei einer 
solchen Analyse sollten jedoch die in der lichtoptischen Forschungsepoche 
gesammelten Erfahrungen beriicksichtigt werden, zumal die besonderen 
Eigenheiten. und technischen Schwierigkeiten der neuen Methoden allzu 
grofe Hoffnungen auf schnelle Vervollstandigung unserer Kenntnisse von 
der Zelle noch keineswegs rechtfertigen. Die direkte Sichtbarmachung des 
sublichtmikroskopischen Bereiches, insbesondere Ergebnisse zahlreicher 
elektronenmikroskopischer Arbeiten, haben in kurzer Zeit zur Aufstellung 
verschiedener neuer Theorien iiber die Struktur des Protoplasmas gefiihrt. 
Beginnen wir bei der kurzen Darlegung dieser Theorien mit der Chro- 
midienlehre Monnés, deren Annahmen, obwohl durch _lichtmikro- 
skopische Arbeiten erschlossen, den sublichtmikroskopischen Aufbau des 
Protoplasmas betreffen. 


Die Chromidien Monnés 


Nach Monné (|106—109], vgl. insbesondere die zusammenfassenden 
Darstellungen [107, 108]) ist die Grundstruktur des Cytoplasmas fibrillar, 
und zwar von sublichtmikroskopischer GréRenordnung. Dies wird aus der 
Tatsache geschlossen, daft lebende Seeigeleier nach Zentrifugierung Doppel- 
brechung zeigen, was auf eine parallele Orientierung fibrillairer Kom- 
ponenten hindeutet. Diejenige durch Zentrifugierung erzeugte Schicht des 
Kies, die dem undifferenzierten Cytoplasma entspricht, soll die sogenann- 
ten Chromidien enthalten, iiber deren Bedeutung schon zu Anfang dieses 
Jahrhunderts von Hertwig und Goldschmidt zahlreiche Arbeiten ver- 
Offentlicht wurden (,,Chromidien-Theorie“). Nach Monné sollen sich die 
Chromidien nicht durch Zentrifugierung aus dem Cytoplasma abtrennen 
lassen. Aus der Tatsache, da unbefruchtete Seeigeleier nach Behand- 
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lung mit Natrium-Acetat oder in hypertonischen Lésungen cytoplasma- 
tische Fibrillen lichtmikroskopischer Gréfenordnung zeigen, schlieft 
Monné, daft die Chromidien ein wesentlicher Bestandteil der cytoplasma- 
tischen sublichtmikroskopischen Fibrillen seien, und zwar in der Art, daf 
diese Fibrillen abwechselnd aus Chromidien (200—300 mu Durchm.) und so- 
genannten Interchromidien (50 mu Durchm.) aufgebaut sind. Die nach Be- 
handlung mit Natrium-Acetat und hypertonischen Lésungen in Erscheinung 
tretenden Fibrillen von lichtoptischer Gréfenordnung seien Biindel der 
die Grundsubstanz des Cytoplasmas bildenden fibrilliren Chromidien. 
Monné betont also, da das Protoplasma nicht aus einem Netzwerk ein- 
zelner Polypeptidketten (Molekulargeriist) bestiinde, sondern es soll sich 
um ein derbes Geflecht (,,Textur*) cytoplasmatischer Fibrillen in sub- 
lichtmikroskopischer Gréfenordnung handeln (Micellargeriist). Die maxi- 
male Gréfe der Chromidien betrigt 0,2 4. Die Zwischenraume des Ge- 
flechtes der fibrillairen Chromidienstrange sind mit ,.Enchylema“ (Wasser 
mit verschiedenen gelésten Bestandteilen) ausgefiillt. Der .,Gel-Zustand 
des Cytoplasmas wird durch eine Verfestigung und Vergréberung der 
fibrillaren Komponente herbeigefiihrt, wobei die Zwischensubstanz durch 
Verdichtung der fibrillaren Strange herausgedriickt wird. Im ,,Sol-Zustand* 
liegen die Polypeptidketten des Eiweiffes in feiner zerteilter Form vor, 
die Imbibition ist gréRer. Die seitlichen Bindungen zwischen den einzelnen 
Proteinmolekiilen sollen durch einen der ,,Blutgerinnung ahnlichen Prozef" 
zustande kommen. 

Den Chromidien fallen nach Monné wichtige Aufgaben in der Zelle zu. 
Wahrend eine urspriinglichh von Hertwig und Goldschmidt angenom- 
mene Entstehung aus chromatischer Substanz des Kernes verneint wird, 
sollen die Chromidien Trager der Ribonucleinséure des Cytoplasmas sein 
(..basophile Substanz“, vgl. Brachet [22—27], Brenner [29], Lager- 
stedt [84], Nolte [114], Casperson [35]). Wichtig erscheint die Fest- 
stellung, .daf& die Ribonucleinsiure jedoch nicht restlos an granulare 
Elemente gebunden sein soll, sondern zum Teil auch frei im Cytoplasma 
vorkommt (Chessin [38]). Die Interchromidien sind frei von Nucleinsaure. 
Monné schreibt den Chromidien als Autoduplikanten Aufgaben der Pro- 
teinsynthese zu, sie sollen zu Koniraktionen und zu Mutationen fahig sein 
und Trager von Enzymen darstellen. Beim Differenzierungsvorgang des 
werdenden Organismus sollen sie eine entscheidende Rolle spielen. Ihre 
Identitat mit Plasmagenen wird vermutet. Die Chromidien sollen also fast 
alle Eigenschaften lebender Wesen in sich vereinen. 

Diese zahlreichen Aufgaben entsprechen Funktionen, die in neuester 
Zeit den Mikrosomen und Biosomen im intrazelluléren Stoffwechsel 
iibertragen werden. Hierauf wird in den folgenden Abschnitten naher ein- 
gegangen werden. Monné halt daher auch die Mikrosomen (Claude [42]) 
fiir aus dem Zusammenhang geléste Chromidien, eine Annahme, die sich 
in jiingster Zeit z. T. zu bewahrheiten scheint. Er méchie die Bezeichnung 
Chromidien in Anbetracht der friiheren Arbeiten von Hertwig und 
Goldschmidt fiir diese Cytoplasmagranula jedoch beibehalten. 
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Die zusammenfassenden Darstellungen von Monné [107, 108] zur Frage 
der Chromidien sind reich an interessanten Hypothesen und Deutungen, 
die bislang vorliegenden experimentellen Ergebnisse lassen eine Verall- 
gemeinerung der Auffassungen Monnés aber noch nicht zu. 

An elektronenoptischen Untersuchungen, die die lichtoptischen Befunde 
Monnés stiitzen kénnten, liegen unseres Wissens bisher nur wenige Ar- 
beiten vor (Seeigelei: McCulloch [101], Cytoplasma der Ascites-Tumor- 
Zelle: Landschiitz und Kausche [86], Leberzellen: Bernhard et al. 
[118]). 


Die Mikrosomen Claudes 


Bensley and Hoerr [14] fiihrten die Methode der .fraktionierten 
Zentrifugierung von Homogenisaten” in die cytologische For- 
schung ein und wiesen damit einen Weg, die verschiedenen Zellbestand- 
teile in gréReren Mengen zu isolieren. Seither haben vorwiegend Bio- 
chemiker in zahlreichen Arbeiten diese Methode dazu benuizt, eine Lo- 
kalisation von Stoffwechselprozessen an Zellbestandteilen vorzunehmen 
(vgl. insbesondere die zusammenfassenden Darstellungen von Rondoni 
[129], Chessin [38], Schneider and Hogeboom [149], Moog [110] und 
Holter [79}). 


Gewebe mit méglichst gleichartigen Zellen, zumeist die Leber, werden 
bei tiefer Temperatur in geeignet erscheinenden Medien zerstért, worauf 
eine fraktionierte Zentrifugierung dieser Aufschwemmung von Zell- 


bestandteilen erfolgt (Claude [46, 47]). 


Die einzelnen Fraktionen sollen mehr oder weniger rein ,.grofe Cyto- 
plasmagranula“ (Mitochondrien), .,.kleine Cytoplasmagranula“ (Mikro- 
somen, auch Submikrosomen genannt) und als Uberstehendes die in Lésung 
gegangenen Cytoplasmaanteile enthalien. Die einzelnen Fraktionen werden 
mit dem Riistzeug der heutigen Biochemie untersucht. Die Vorteile dieser 
Methode gegeniiber den bisherigen histochemischen Methoden ljegen auf 
der Hand: man erhialt hinreichend grofe Mengen jeweils gleicher Zell- 
bestandteile und kann deren Chemismus und fermentative Eigenschaften 
priifen. 

Auf die etwas selbstsichere Behauptung der Biochemiker (vgl. Hoge- 
boom, Schneider and Pallade [73], Schneider and Hogeboom 
[149], da die einzelnen Zellbestandteile nach Zerstérung der Zelle ihren 
Aufbau und ihre spezifischen fermentativen Eigenschaften beibehalten, 
wird spiter eingehender zuriickzukommen sein. Vorerst mégen die Haupt- 
ergebnisse kurz angedeutet werden, die mit der Methode der fraktionierten 
Zentrifugierung von Homogenisaten bisher erzielt wurden. 


Die Kerne von Leberzellen sollen aufer Desoxyribonucleinsaiure (DRS) 
besonders Arginase, Urikase, alkalische und saure Phosphatase enthalten, 
oxydative Enzyme dagegen nur in Spuren (Dounce [56]). 

Die nach Abtrennung der Kerne sedimentierenden ,,groRen Cyto- 
plasmagranula“ besitzen eine TeilchengréRe von 05—2u und diirfien} 
hauptsaichlich aus Mitochondrien bestehen. Diese Fraktion ist reich an 
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Fermenten und Lipoiden, ein relativ niedriger Stickstoffgehali weist auf 
das Vorhandensein nichteiweiftartiger Stoffe, wie Schwefel, Phosphor und 
RNS, jedoch ist es hieriiber zu einer einheitlichen Auffassung noch nicht 
gekommen. Den Mitochondrien wird aus diesen Versuchen eine wesent- 
liche Beteiligung an der Lipoidsynthese, an Oxydations- und Phos- 
phorylierungsprozessen zugeschrieben. Der Enzymkomplex des Tricarbon- 
siurezyklus (Zitronensiurezyklus) scheint an diese Zellorganellen gebunden 
zu sein, ebenso das gesamte Cytochromoxydasesystem‘ und die Fer- 
mente zur Phosphorylierung des Adenylsystems. Ein Eiweif’mangel im 
Organismus beeinfluft die Mitochondrienfraktion in ihrer chemischen Zu- 
sammensetzung nur in geringem Umfange. Bei bésartigen Neubildungen 
soll es zu einer Verainderung der morphologischen und biochemischen Eigen- 
schaften der Mitochondrien kommen. Zum Teil wird angenommen, daft es 
sich hierbei um primaire Geschwulstursachen handelt, zum Teil halt man 
dies fiir eine sekundare Erscheinung. 


Die Fraktion der ,,kleinen Granula“ (Mikrosomen, Submikrosomen) 
setzt sich aus Partikeln sublichtmikroskopischer Gréfenordnung zusammen 
und sedimentiert in Abhangigkeit vom Suspensionsmedium nach 2h bei 
18 000—60 000g. Diese Partikeln mit einem Durchmesser von 0,05—0,15 u 
(Rondoni [129]) stellen mit 20—25% des Trockengewichtes des Gesamt- 
gewebes einen betrachtlichen Anteil der gesamten homogenisierten Zell- 
masse dar. Sie sollen relativ arm an Fermenten (Esterasen), dagegen reich 
an RNS sein. Bei Eiweifimangel im Organismus kommt es zu einer Ver- 
minderung der Mikrosomen (Muntwy ler, Seifter and Harkness [112]). 
Die Mikrosomen werden als Hauptsitz der Proteinsynthese innerhalb der 
Zelle angesprochen. Sie werden fiir ,,Phospholipoid-Ribonucleoproteid- 
Komplexe“ mit kompliziertem Bau gehalten, ,obwohl das mengenmifige 
Verhiltnis verschiedener Komponenten manchmal betrachtlich sowohl 
in Abhingigkeit vom betreffenden Gewebe als auch von der Methode bei 
der Trennung der Homogenisate schwankt“ (Chessin [38]). 


Im Uberstehenden sind Katalase, Carboxylase und glykolytische Fer- 
mente gefunden worden (Moog [110]). 


Theoretisches zum Nachweis von Chromidien und Mikrosomen 


Die zu den Ergebnissen Monnés sowie zu den Resultaten der Homo- 
genisationsversuche sich aufdrangende Frage nach der realen Existenz 
der Chromidien und Mikrosomen intra vitam ist nicht nur vom rein cyto- 
morphologischen Standpunkt von Interesse, sondern hiervan hiangt auch 
das Werturteil iiber die zahlreichen biochemischen Arbeiten ab, die sich 
der Methode der fraktionierten Zentrifugation von Homogenisaten be- 
dienen und Aussagen iiber zellphysiologische Probleme machen. 


* Das Cyclophorasesystem, das im wesentlichen an die Mitochondrien ge- 
bunden ist, enthalt die gesamten Encyme des Zitronenséurezyklus und das Cyto- 
chrom-Cytochromoxydase-System: vgl. K. Lang, 1953: Das Cyclophorase-System. 
Angew. Chemie 65, 409—415. 
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Da die Chromidien Monnés erst nach Einwirkung von Natrium-Acetat 
und hypertonischen Medien oder nach Fixation in Seeigeleiern lichtmikro- 
skopisch sichtbar werden, bedeuten diese (mit Hilfe des Lichtmikroskops) 
erzielten Befunde Monnés keinen unanfechtbaren Beweis fiir die Exi- 
stenz sublichtmikroskopischer Granula, abgesehen davon, daft Plasma- 
strukturen von Seeigeleiern nicht verallgemeinert werden diirfen. Die von 
Landschiitz und Kausche [86] erzielten elektronenoptischen Abbil- 
dungen iiber Faserstrukturen in der Ascites-Tumor-Zelle, die von diesen 
Autoren im Sinne von Monné gedeutet werden, miissen mit Zuriickhaltung 
bewertet werden, da die Zellen durch Quellen in destilliertem Wasser zer- 
stért (!) und erst nachtraglich fixiert wurden. Nur der Strukturkomplex 
des Ergastoplasmas scheint nach neuesten Untersuchungen von Bernhard 
[17, 118] ahnlich wie die fibrillaren Chromidienstrange Monnés aufgebaut 
zu sein. — Die grobgranuliare-retikulare Struktur des Cytoplasmas von 
Diinnschnitten eines Seeigeleies (McCulloch [100]) kann nicht als be- 
weisend fiir Chromidienstrange gelien, sondern stellt wahrscheinlich ein 
Praparationsartefakt dar. Hierauf werden wir spater noch eingehender zu- 
riickkommen. 


Welche weiteren Beweise werden nun fiir die Praformation der Mikro- 
somen intra vitam angefiihrt? 

1. Mit Hilfe einer Zentrifugierung lebender Zellen soll eine Schichtung 
der Zellbestandteile entsprechend den Fraktionen des Homogenisates 
moglich sein, wobei die einzelnen Schichten mit den betreffenden Frak- 
tionen farberische und chemische Ahnlichkeiten aufweisen sollen. 


2. In den groffen Leberzellen von Amphiuma sind ,,Granula“ sicht- 
bar, die durch Zentrifugierung zusammengedriickt werden kénnen. Dies 
reduziert den Sauerstoffverbrauch des Gewebes (Bradfield [28]). 

3. Die gleichhmaftigen und reproduzierbaren chemischen und fermen- 
tativen Eigenschaften der einzelnen Fraktionen von Homogenisaten werden 
von den Biochemikern als Hinweis fiir die Giite ihrer Methode und die 
Praexistenz der Mikrosomen angefiihrt. ; 

4. Radioaktiv markierter Phosphor ist 2h nach Einfiihrung in den ver- 
schiedenen Fraktionen verschieden verteilt (Jeener [82]). 

5. Morphologisch lassen sich mit Hilfe des Ultramikroskops in der in- 
takten und in der fragmentierten Zelle Granula mit Brownscher Mole- 
kularbewegung nachweisen, die in ihrer Groéffe an der Grenze des Auf- 
lésungsvermégens des Lichtmikroskops liegen. 

6. Elektronenoptisch sind sublichtmikroskopische Granula nachgewiesen 
worden. 

Die Beweiskraft der Punkte 1—5 ist bedenklich schwach, wie sich aus 
folgenden Erwagungen ergibt: 

Auch nach zentrifugaler Schichtung der Zelle bleibt ein lichtmikro- 
skopischer Nachweis sublichtmikroskopischer Granula schlechierdings un- 
méglich. Daf nach Zentrifugierung die Atmung verringert ist, kann allein 
durch ein Zusammendriicken der Mitochondrien erklart werden. Zu den 
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reproduzierbaren Ergebnissen der Homogenisationsarbeiten” mul nach 
vergleichender Durchsicht der Ergebnisse gesagt werden, da es diese an 
Gleichmaftigkeit durchaus fehlen lassen (vgl. Chantrenne [37], Jeener 
\81], Bensley [15]), ganz abgesehen davon, daf dieser Punkt ohnehin keine 
Beweiskraft besitzen kann, da auch Artefakte gleichmaftig und reprodu- 
zierbar sein kénnen. Die unterschiedliche Verteilung radioaktiv markierten 
Phosphors beweist eine unterschiedliche Verteilung des Phosphors in der 
Zelle, aber nicht das Vorhandensein distinkter Mikrosomen. Soweit ultra- 
mikroskopische Befunde fiir die Existenz sublichtmikroskopischer Partikeln 
angefiihrt werden, so kénnen diese ihre zwanglose Erklarung durch die 
Tatsache finden, da nach Cytolyse ausfliefiendes Protoplasma einer Zelle 
bereits durch das fremde Medium geschadigt ist oder aber dafi nach langerer 
Beobachtung intakter Zellen das Protoplasma verandert wird (vgl. Schiim- 
melfeder [151]), wodurch es in beiden Fallen zur Koagulation feinster 
Protoplasmaanteile kommen wird, die, in Brownscher Molekularbewegung 
befindlich, im Ultramikroskop als soeben sichtbare Granula in Erscheinung 
treten °. 

Wenn Chessin [38] behauptet, dafi die Fraktion der Mikrosomen zum 
Teil tiberhaupt ,nur mit Hilfe der Methode des ,fraktionierten Zentri- 
fugierens’ untersucht werden kann“, so werden wir hierzu noch zeigen, da 
dies bereits aus theoretischen Erwagungen nicht geniigt. 

Fiir die allgemeine Verbreitung oder sogar den Aufbau des Proto- 
plasmas aus sublichtmikroskopischen Granula sprechen daher nur elektro- 
mikroskopische Befunde, deren Beweiskraft wir im folgenden naher unter- 
suchen wollen. 


Die Biosomen Lehmanns 


Lehmann (vgl. insbesondere die zusammenfassende Darstellung [93]) 
hat fiir die in Frage stehenden sublichtmikroskopischen Einschliisse des 
Protoplasmas in Anbetracht ihrer vielfaltigen, hypothetischen Aufgaben 
im Stoffwechselgetriebe ‘der Zelle den Namen Biosomen vorgeschlagen 
und damit ein weiteres Synonym fiir die Chromidien Monnés und die 
Mikrosomen Claudes geschaffen. Lehmann versucht den Nachweis der 
Partikeln durch ultra- und elektronenmikroskopische Untersuchungen zu 
fiihren. 

Bei Untersuchungen des Hyaloplasmas von Amdben [4, 5], von Schnitten 
der Leber des Krallenfrosches (Weber [152]) und an Fragmenten von 
Tubifex-Eiern |89] und Seeigeleiern [92] fanden Lehmann und seine Mit- 
arbeiter mit Regelmafigkeit globulare Elemente in der Gréfenordnung von 
30 bis 200mu, die mit den Mikrosomen Claudes identifiziert werden. 
Unter Biosomen versteht Lehmann alle geformten, in ,,Populationen™ 
vorkommenden Gebilde, die sublichtmikroskopische GréRe besitzen. Auto- 


5 Bei Beobachtung der lebenden Amoeba terricola im Ultramikroskop sah Spek 
vergréberte Strukturen entstehen, wie sie etwa Abb. 23 dieser Arbeit entsprechen 
(Spek, persénl. Mitteilung). 
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reproduktive Eigenschaften werden aus theoretischen Erwagungen heraus 
vermutet. Das Plasma stellt hiernach eine ,Suspension von kugeligen 
Gebilden und fein dispergierten fadigen Proteinen” dar. Nach 
Gelierung, z. B. durch zweiwertige Erdalkaliionen, soll aus dem ,,Plasmasol* 
ein Reticulum entstehen, ,,in das sémtliche globuliren Elemente mitein- 
bezogen werden”. Lehmann zihlt die Biosomen zu den wichtigsten Be- 
standteilen des Cytoplasmas, die zum Teil als ,,Zentren des Energiehaus- 
haltes“, zum Teil als Trager ,,spezifischer Proteinsynthesen“ betrachtet 
werden. Auch wird ihnen eine wesentliche morphogenetische Bedeutung 
beigemessen (Brachet [27], Lehmann [88—93}). 

Auer von Lehmann und seiner Schule sind Biosomen (oft auch Mikro- 
somen genannt) als Nebenbefund an Blutzellen (Bessis et Bricka 
|18—20]), an Makrophagen und Amdbozyten (Fauré-Fremiet, Bessis 
et Thaureaux [58|), an Leberschnitten (Claude and Fullam [45}), 
in Tumor- und Sarkomzellen wie in normalen Zellen (Claude, Porter 
and Pickels [48], Porter and Thompson |[128]) und in verschiedensten 
Protoplasmaarten (Sponsler and Bath [141]) beschrieben worden. 


Problemstellung 


Bei der Frage nach der sublichtmikroskopischen Struktur des Proto- 
plasmas und nach der realen Existenz und Struktur von Chromidien, 
Mikrosomen und Biosomen sieht sich also die Cytomorphologie der ent- 
scheidenden Frage gegeniiber, inwieweit die heute vorliegenden elektronen- 
mikroskopischen Bilder iiber die Struktur des Protoplasmas und seiner 
Einschliisse Anspruch erheben diirfen, dem lebenden Zustand iquivalent 
zu sein. 

Wir gebrauchen den Begriff der Aquivalenz im folgenden nicht im 
klassischen Sinne, als man darunter ,,eine gesetzmaltige Reaktion bestimm- 
ter Substrate auf bestimmte mikrotechnische Eingriffe“ (vgl. Zeiger [158]) 
verstand. Nach der klassischen Definition kam es lediglich auf eine Kon- 
stanz der erzielten Bilder an, ein ,,getreues Spiegelbild“ des lebenden Zu- 
standes wurde nicht erwartet. Sofern wir den Begriff des Aquivalentwertes 
gebrauchen, méchten wir darunter das Ausmaf verstehen, in dem eine zu 
beurteilende Abbildung eines Objektes, den erforderlichen Eingriffen ent- 
sprechend, méglichst weitgehend dem Zustand intra vitam entspricht. 

Aus friiheren Untersuchungen an der Siruktur der lebenden Substanz 
glaubten wir uns zu der Vermutung berechtigt, daft chemisch reine Eiweil- 
lésungen, als Modelle den gleichen Bedingungen einer Préparation unter- 
worfen wie das Cytoplasma, die gleichen elektronenoptischen Bilder 
zeigten. die fiir den morphologischen Nachweis sublichtmikroskopischer 
Partikelpopulationen im Protoplasma als beweisend angesehen werden. 

Wir haben daher verschiedene Eiweiffe in geeigneten Medien gelést und 
durch verschiedenste Fallungsmittel aus der Lésung wieder abgeschieden 
und elektronenoptisch untersucht. 

Die Ergebnisse unserer Arbeit stiitzen sich weiterhin auf eigene Unter- 
suchungen des Plasmas von Ciliaten (Opalina und Colpidium), von Helio- 
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zoen (Actinophrys und Heliophrys), von Schleimpilzen (Plasmodien) sowie 
von Ascites-Tumor-Zellen der weiRen Maus. 


Elektronenmikroskopische Untersuchungen an fixierten und 

unfixierten reinen Eiweifen 

Chemisch reine, in trockener Form vorliegende Eiweiffe, wie Eieralbumin, 
Rinderserumalbumin, Pferdeserumalbumin, Zein, Edestin, Pferdeserumeuglobulin, 
Pferdeserumpseudoglobulin, Fibrinogen und Kasein wurden in jeweils geeigneten 
Medien gelést und vor und nach Fixation elektronenoptisch untersucht. Zur Er- 
zielung eines gréferen Bildkontrastes bedampften wir die in destilliertem Wasser 
auf die Tragerfolien aufgetrockneten Eiweiffe mit Platin oder Palladium. Die 
Préparate wurden in Elektronenmikroskopen der Firma Carl Zeif? (E.M.7 und 
E.M.8) untersucht. Insgesamt wurden etwa 500 Aufnahmen hergestellt, ein Teil 
davon von Herrn Dipl.-Chem. Westermann und Herrn Dipl.-Ing. Schleich. Die 
Deutsche Forschungsgemeinschaft erméglichte diese Untersuchungen 
durch ein Forschungsstipendium. Herrn Prof. Dr. K. W. Jétten und Herrn Priv.- 
Doz. Dr. G. Pfefferkorn danken wir fiir die Erméglichung von Voruntersuchungen 
in der Abteilung fiir Elektronenmikroskopie am Hygiene-Institut der Universitat 
Miinster i. W. Herr Prof. Dr. Fr. Kriiger férderte die Arbeit durch wertvolle Rat- 
schlage. 

Rinderserumalbumin und Pferdeserumalbumin, die in destilliertem Was- 
ser gelést wurden und hieraus mit Ammonsulfat unter Anwesenheit von 
Formol und Osmiumsiure ausgefallt wurden, zeigen nach Eintrocknung 
sowohl fibrillare, retikulare als auch granulare Strukturen (Abb. 2, 
6, 7, 10, 16). Das gleiche gilt fiir Pferdeserumeuglobulin und Edestin. 

Unfixiertes Rinderserumalbumin zeigt schlierige, dendritenférmige Ein- 
trocknungsartefakte, die zum Teil auch grobgranular sein kénnen. Eine 
Fallung dieses Eiweiffes durch NaCl ergibt feingranulire bis grobgranulire- 
retikulare Strukturen (Abb. 15). Alkoholfallung erzeugt starkere Ver- 
netzung und eine Strukturvergréberung (Abb. 14). 

Mit Osmiumsiaure gefalltes Eieralbumin stellt sich elektronenoptisch als 
kompakte, vereinzelte Granula mit starkem Elektronenkontrast dar 
(Abb. 4). Die einzelnen Partikeln findet man auch zu Ketten aggregiert, 
wobei man immer deutlich den Aufbau aus den einzelnen Granula nach- 
weisen kann. Hitzefixiertes Eieralbumin zeigt granulare und retikulire 
Strukturen, wobei die Teilchen hier auferordentlich klein bleiben (Abb. 24). 
Alkoholfallung ergibt grobe retikulare oder granulir-kettige Strukturen 
(Abb. 1, 5). Das unfixiert eingetrocknete Eiweiff zeigt im elektronenopti- 
schen Bild sehr kleine Partikeln, die zu verzweigten Faden aggregieren 
(Abb. 11, Eintrocknungsartefakt!), sofern sich nicht schlierig-fibrillare Ein- 
trocknungsartefakte bilden. Durch Osmiumsiaurefixation sind sowohl grobe, 
vereinzelte Granula als auch wabig-granulare Strukturen erzielt worden. 

Wird Fibrinogen in Lésung auf eine Tragerfolie aufgestaubt, so ist es 
elektronenmikroskopisch strukturlos (Abb. 25). Bei normaler Auftrocknung 
kann es zu netzig-granularen Partikeln sublichtmikroskopischer Gréfen- 
ordnung koagulieren (Abb. 26). 

Wie aus dem Vorstehenden wohl hervorgeht, ist es unnétig, fiir die vor- 
liegende Fragestellung weitere Ergebnisse iiber verschiedene Kombinationen 
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Tafel II (Abbildungstext Seite 363). 


von Fallungsmitteln aufzuzahlen, es sollte hier nur ein Uberblick gegeben 
werden iiber Strukturen, die im sublichtmikroskopischen Bereich bei der 
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Tafel III (Abbildungstext Seite 363). 


Koagulation und Eintrocknung reiner Eiweiffe auftreten kénnen und die 
offensichtlich nicht Ausdruck einer vitalen, spezifischen 
Strukturordnung des Cytoplasmas sind. Die untersuchten Eiweife bil- 
den Koagulate, die morphologisch wenig einheitlich sind und Strukturen 
aufweisen, die haufig auch in elektronenmikroskopischen Abbildungen von 
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Tafel IV (Abbildungstext Seite 363). 


Zellschnitten oder Zellfragmenten auftreten. Inwieweit solche Strukturen 
spezifisch fiir das betreffende Eiweif} und sein Fixierungsmittel sind und 
in welchen Fallen sich Artefakte bei der Eintrocknung ausgewirkt haben 
mégen, ist fiir die vorliegende Fragestellung zunachst noch ohne Belang 
und mii®te durch weitere Untersuchungen gekliart werden. 
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Tafel V (Abbildungstext Seite 364). 
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Tafel VI (Abbildungstext Seite 364). 





K. E. Wohlfarth-Bottermann 











Tafel VII (Abbildungstext Seite 364). 
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Tafel I (Seite 356). 
Abb. 1. Eieralbumin, Alkohol. Mit Palladium schriig bedampft. Elektronenoptisch 
3000 : 1; EndvergréRerung 15 000: 1. 
Abb. 2. Rinderserumalbumin, Ammonsulfat-Formol-Osmiumsiure. Mit Platin 
schrig bedampft. E.O. 5000: 1; E.V. 14000 : 1. 


Abb. 5. Pferdeserumeuglobulin, Ammonsulfat-Formol-Osmiumsaure-Essigsaure. Mit 
Platin schrig bedampft. E.O. 5000: 1; E.V. 15000: 1. 


Abb. 4. Eieralbumin, Osmiumsiiure. Mit Platin-Rhodium schrig bedampft. 
E.O. 10 150: 1; E.V. 11 000: 1. 


Abb. 5. Eieralbumin, Alkohol. Mit Platin-Rhodium schrig bedampft. E.O. 10 150: 1; 
E.V. 11 000 : 1. 


Tafel II (Seite 357). 
Abb. 6. Rinderserumalbumin, Ammonsulfat-Formol-Osmiumsaure. Mit Platin 
schrig bedampft. E.O. 5000 : 1; E.V. 12500: 1. 

Abb. 7. Pferdeserumalbumin, Ammonsulfat-Formol-Osmiumsaure. Mit Platin schrig 
bedampft. E.O. 5000 : 1; E.V. 12500 : 1. 

Abb. 8. Pferdeserumeuglobulin, Ammonsulfat-Formol-Osmiumsaure-Essigsaure. Mit 

Platin schrig bedampft. E.O. 5000: 1; E.V. 12500: 1. 

Abb. 9. Edestin, Ammonsulfat-Formol-Osmiumsaure-Essigsaure. Mit Platin schrag 

bedampft. E.O. 5000: 1; E.V. 12500: 1. 


Abb. 10. Pferdeserumalbumin, Ammonsulfat-Formol-Osmiumsaure. Mit Platin 
schrig bedampft. E.O. 5000 : 1; E.V. 12500: 1. 


Tafel III (Seite 358). 
Abb. 11. Eieralbumin, unfixiert. Mit Palladium schrig bedampft. E.O. 5000: 1; 
E.V. 15000 : 1. 
Abb. 12. Pferdeserumalbumin, Alkohol. Mit Platin-Rhodium schrig bedampft. 
E.O. 10150: 1; E.V. 15000: 1. 
Abb. 13. Zein, Essigsiure. Mit Platin schrag bedampft. E.O. 5000 : 1; E.V. 16000: 1. 
Abb. 14. Rinderserumalbumin, Alkohol. Mit Platin-Rhodium schraig bedampft. 
E.O. 10 150: 1; E.V. 12000: 1. 


Abb. 15. Rinderserumalbumin, Alkohol-Kochsalz. Unbedampft. E.O. 10 150: 1; 
E.V. 12 000 : 1. 


Tafel LV (Negativkopien, Seite 359). 


Abb. 16. Pferdeserumalbumin, Ammonsulfat-Formol-Osmiumsaure. Mit Platin 
schrig bedampft. E.O. 5000: 1; E.V. 13.000 : 1. 
Abb. 17. Schlierige Eintrocknungsartefakte des Cytoplasmas von Opalina ranarum 
nach ungeniigender Osmiumsaurefixation. Unbedampft. E.O. 10 150: 1; 
: E.V. 13.000 : 1. 
Abb. 18. Zein, Essigsiure. Mit Platin schrig bedampft. E.O. 5000: 1; E.V. 13000: 1. 


Abb. 19. Zein, Essigsiure. Mit Platin schrag bedampft. E.O. 5000: 1; E.V. 13.000: 1. 


Abb. 20. Rinderserumalbumin, Alkohol. Mit Platin-Rhodium schrig bedampft. 
E.O. 10 150: 1; E.V. 13 000: 1. 
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Tafel V (Negativkopien, Seite 360). 


Abb. 21. Pferdeserumeuglobulin, Ammonsulfat-Formol-Osmiumsiaure-Essigsiure. 
Mit Platin schrig bedampft. E.O. 5000: 1; E.V. 19 000 : 1. 


Abb. 22. Retikulire Eintrodknungsartefakte des Cytoplasmas von Heliophrys 
marina nach ungeniigender Osmiumsiaurefixation. Mit Platin-Rhodium schrig be- 
bedampft. E.O. 10 150:1; E.V. 19000: 1. 

Abb. 23. Granulare Artefaktstrukturen des Cytoplasmas yon Opalina ranarum 
unter Beteiligung von Osmiumsiaurekristallen nach Osmiumsiurefixation. 
E.O. 10 150:1; E.V. 19 000 : 1. 

Abb. 24, Eieralbumin, Hitze. Mit Palladium schrag bedampft. E.O. 5000: 1; 
E.V. 19 000 : 1. 


Tafel VI (Negativkopien, Seite 361). 


Abb. 25. Fibrinogen, unfixiert. Mit Platin schrag bedampft. E.O. 9500: 1; 
E.V. 24000 : 1. 
Abb. 26. Fibrinogen, koaguliert. Mit Platin schrag bedampft. E.O. 9500: 1; 
E.V. 24000 : 1. ' 
Abb. 27. Protoplasma der Axopodien von Actinophrys sol, unfixiert. Mit Platin- 
Rhodium schrég bedampft. E.O. 10 150: 1; E.V. 15000: 1. 


Abb. 28. Protoplasma der Axopodien von Actinophrys sol, Osmiumsiurefixation. 
Mit Platin-Rhodium schrig bedampft. E.O .10 150; E.V. 15000: 1. 


Die Abbildungen 25 und 26 wurden im Aufirage von Herrn Dr. H. E. Schultze 
(Behring-Werke, Marburg) in den Siiddeutschen Laboratorien hergestellt und 
freundlicherweise fiir diese Veréffenilichung freigegeben. 


Tafel VII (Seite 362). 


Abb. 29. Protoplasmafragment eines Schleimpilzes, alkoholfixiert. Mit Platin- 
Rhodium schrég bedampft: E.O. 5000: 1; E.V. 9000: 1. 


Abb. 30. Protoplasmafragment eines Schleimpilzes, alkoholfixiert. Mit Platin- 
Rhodium schrag bedampft. Die faserigen Strukturen stellen Praparationsartefakte 
dar. E.O. 5000: 1; E.V. 10000: 1. 


Abb. 31. Protoplasmafragment eines Schleimpilzes, alkoholfixiert. Mit Platin- 
Rhodium schrig bedampft. Dendritenférmige Strukturen als Praiparationsartefakt. 
E.O. 5000 : 1; E.V. 10000 : 1. 

Abb. 32. Protoplasmafragment eines Schleimpilzes, Fixation Alkohol + Formol. 
Mit Platin-Rhodium schrag bedampft. Granulire Strukturen als Praparationsarte- 
fakte. E.O. 5000: 1; E.V. 7500: 1. 


Abb. 33. Protoplasmafragment eines Schleimpilzes, Fixation Alkohol + Formol. Mit 
Platin-Rhodium schrag bedampft. Faserige Strukturen als Priparationsartefakte, 
entstanden durch Reiffen des Protoplasmas. E.O. 15000:1; E.V. 18000: 1. 


Abb. 34. Protoplasmafragment eines Schleimpilzes, Fixation Alkohol + Formol. Mit 
Platin-Rhodium schrig bedampft. Granula verschiedener Gréfe als Eintrocknungs- 
artefakte. E.O. 15000 : 1; E.V. 15.000 : 1. 
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Vergleichen wir nun mit Hilfe der Gegeniiberstel!ung, die in der vor- 
stehenden Tabelle vorgenommen wird, unsere Bilder mit solchen der Lite- 
ratur, die Biosomen, Mikrosomen, plasmatische Reticula und _fibrillire 
Strukturen beweisen sollen, so ergibt sich mit iiberraschender Deutlichkeit, 
da es kaum méglich sein diirfte, die jeweils gegeniibergestellten Struk- 
turen morphologisch voneinander zu unterscheiden. 


Zur Struktur des undifferenzierten Protoplasmas 


Wir sahen, daf die gefiallten Partikeln mehrerer zum Bestand des Cyto- 
plasmas zahlender Eiweiffe morphologisch nicht von elektronenoptisch ab- 
gebildeten .,Mikrosomen“ und .,,Biosomen“ unterscheidbar sind. Weiterhin 
erzielten wir in Praparaten reiner Eiweife Faserstrukturen und Waben- 
strukturen, wodurch gezeigt wurde, da8® ganz allgemein Proteine bei der 
Fallung zur Bildung solcher Strukturen neigen, woraus sich ergibt, daf 
diese nicht spezifisch fiir eine vitale Strukturordnung sind. 

Beim Gerinnungsvorgang der Milch haben Nitschmann [113] und 
Baud, Morard et Pernoux [11, 12] durch elektronenmikroskopische 
Untersuchungen die Koagulation des Milcheiweifes beobachtet. Hier bilden 
sich ebenfalls zunachst distinkte Partikeln von 80 bis 120mu Durchmesser, 
die dann fadig aggregieren und auch vernetzen. Es werden nodése Fibrillen 
und Strange gebildet, die Ahnlichkeit mit Monnéschen Chromidienstran- 
gen besitzen. SchlieBlich fiihrt dieser Synarese-Proze8 zu Bildern, die ,,reti- 
kularen Plasmastrukturen“ vollkommen gleichen! 

Die Abbildungen 29—34 dieser Arbeit zeigen elektronenmikroskopische 
Abbildungen des Protoplasmas von Schleimpilzen. Die Plasmodien wurden 
nach Fixation fragmentiert und auf Tragerfolien aufgetrocknet. Das Proto- 
plasma lief keine spezifisch vitalen Strukturen im Sinne der Theorien von 
Monné, Lehmann oder Bretschneider erkennen. Wohl aber konnten 
granulare, filamentése, fibrillare und retikulare Strukturen als Praparations- 
artefakte identifiziert werden. Bei den ,,Granula verschiedener Gréfe“ in 
Abb. 34 handelt es sich z. B. um ein reines Eintrocknungsartefakt innerhalb 
oder auf der (im iibrigen strukturlosen) Protoplasmaschicht. 

Damit erhalten die elektronenoptischen Bilder Lehmanns und seiner 
Schule sowie die Bilder von Claude and Fullam [45], Bessis et Bricka 
[18—20]. Sponsler and Bath [141] und Fauré-Fremiet, Bessis et 
Thaureaux [58] eine andere Deutung. Die hier abgebildeten globularen 
Partikeln kénnen sicher zum gréften Teil zwanglos als Koagulate proto- 
plasmatischer Eiweife identifiziert werden. Keinesfalls diirfen sie aber als 
cytologischer Nachweis sublichtmikroskopischer Partikelpopulationen aner- 
kannt werden. 

Wir kénnen heute an Hand elektronenoptischer Bilder fixierter Eiweife 
nicht einmal mit vélliger Sicherheit entscheiden, ob fibrillare oder globulire 
Proteine im lebenden Zustand vorgelegen haben, da Astbury. Dickinson 
and Bailey [2] nachwiesen, daf globulire Proteine bei der Denaturierung 
in Faserstrukturen iibergehen kénnen (vgl. auch Banga [8] und Banga und 
Szent-Gyérgyi [9]), was durch unsere morphologischen Untersuchungen 
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auch bestatigt wurde, soweit es sich nicht um Eintrocknungsartefakte han- 
delte, die auch faserférmige Strukturen sehr leicht vortauschen kénnen ‘. 

An Eintrocknungsartefakte ungeniigend fixierter Eiweife erinnern z. B. 
auch die Bilder von Claude, Porter and Pickels [48] und Porter and 
Thompson [128] von ,,granulérem oder vesikularem Endoplasmamaterial” 
in Tumor-, Sarkom- und normalen Vergleichszellen. Hier besteht jedoch 
die Méglichkeit, da es sich um reelle Strukturen handelt. Die von diesen 
Autoren angewandte Technik, Gewebekulturzellen nach Fixation in toto 
zu untersuchen, erscheint jedenfalls sehr aussichtsreich, da hier oft auf eine 
Fragmentation der Zellen verzichtet werden kann, was die Gefahr des 
Auftretens von Artefakten bedeutend verringert. 

Die Ergebnisse der Modelluntersuchungen stehen in Einklang mit Be- 
funden unserer friiheren Arbeiten: Am Beispiel von Cilienfaserwurzeln 
und der Pellicula der Ciliaten, beides morphologisch differenzierte Struk- 
turen, hatten wir auf die schlechte Erhaltung verschiedener Objekte nach 
Fixation und Anwendung der Diinnschnitt-Technik hingewiesen (Woh|- 
farth-Bottermann und Pfefferkorn |155]). In einer anderen Arbeit 
konnten wir zeigen [156], dali die Axopodien der Heliozoen zur Zeit das 
giinstigste untersuchte Objekt fiir Plasmastrukturuntersuchungen mit Hilfe 
des Elektronenmikroskops darstellen. Nach Osmiumsiurefixation waren 
keine retikularen, globulaéren oder nodés-fibrillaren Strukturen zu finden, 
sondern das Plasma erwies sich als auferordentlich feinkérnig. Eine Ein- 
trocknung der Axopodien ohne Fixation, eine Praparation, die natiirlich 
nur unter ganz bestimmten Voraussetzungen Aussicht auf Erfolg bietet, ergab 
eine voéllige Homogenitat des Plasmas im sublichtmikroskopischen Bereich 
(vgl. Abb. 27 und 28). Wir hatten daher in Ubereinstimmung mit Bret- 
schneider [31] gefordert, da& ein gutes Fixierungsmittel eine méglichst 
geringe Strukturvergréberung erzeugen sollte. Die Heliozoen-Untersuchun- 
gen ergaben keine Hinweise fiir einen generellen Aufbau des Protoplasmas 
aus distinkten Partikeln sublichtmikroskopischer Gréfe. Ersetzt man aller- 
dings bei der Fixation der Heliozoen-Axopodien die Osmiumsaure durch 
saure Fixierer, so treten Bilder auf, die sich bei Unkenntnis unserer Mo- 
dellversuche auf ,,Biosomen“ interpretieren lassen. 

Dieses Ergebnis steht im wesentlichen auch in Einklang mit methodisch 
ausgezeichneten Untersuchungen von Haguenau et Bernhard [70], wo- 
nach Alkohole und zahlreiche andere Fixierungsmittel auferordentlich 
strukturvergrébernd wirken. In einem Punkte unterscheiden sich unsere 
Auffassungen jedoch von denen von Haguenau und Bernhard: Diese 
Autoren sind der Ansicht, da Osmiumsaure, Formol und Sublimat die 
Ulira-Struktur homogenisieren“. Hiernach kénnen Artefakte durch Ver- 
feinerung einer bestimmiten vitalen Struktur entstehen. Osmiumsiaure, 
Formol und Sublimat kénnten daher bestimmte, vital vorhandene Struk- 
turen ..maskieren™. 


7 Die Schwierigkeiten einer naturgetreuen Darstellung von Makromolekiilen 
gehen auch aus folgender Studie hervor: R. F. Mitchel, 1952: The examination of 
some plasma proteins by electron microscopy. Biochim. Biophys. Acta 9, 450—442. 
29°* 
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Obwohl grundsatzlich auch an eine solche Méglichkeit gedacht werden 
mu, so sind doch die meisten der bislang in Erscheinung getretenen Arte- 
fakte des undifferenzierten Protoplasmas durch Strukturvergréberung 
(Aggregationen, Kondensationen) entstanden. 

Auch Osmiumsaure wirkt unseres Erachtens, wenn auch minimal, so doch 
eindeutig strukturvergrébernd. Das geht am besten aus unseren Abb. 27 
und 28 hervor, wo unfixiertes und osmiumfixiertes Protoplasma von Helio- 
zoen-Axopodien nebeneinandergestellt worden ist. (Eine Homogenitat 
osmiumsaurefixierten Protoplasmas wird in der Abb. 1a von Haguenau 
et Bernhard [70] nur durch die geringe Vergréferungsstufe von 3800 vor- 
getauscht. Die Abb. 4 dieser Autoren zeigt dann aber bei 12.000facher Ver- 
groéRerung, da& das Protoplasma nach Osmiumsiaure-Fixation nicht voll- 
kommen homogen, sondern sehr fein granular wird.) Natiirlich kann Os- 
miumsdure bestimmte, z. B. faserformige Strukturen von zelluliren Blut- 
elementen in Eintrocknungspraparaten verdecken, indem sie eine aufere, 
dariiber liegende Protoplasmaschicht der Zelle gut erhalt und so die dar- 
unter liegenden faserigen Differenzierungen nicht sichtbar werden lat. Es 
diirfte sich aber in einem solchen Fall nicht empfehlen, von einer ,,homo- 
genisierenden” Wirkung der Osmiumsaure zu sprechen. 


Wir stimmen mit Haguenau et Bernhard [70] darin iiberein, da es 


kein allgemein verbreitetes Protoplasmageriist im Sinne moderner Struktur-— 


theorien gibt. Auf letztere wird in einem folgenden Abschnitt noch naher 
eingegangen. 

Wenn Weber [152] als Anhanger der Biosomenhypothese nach Osmium- 
saurefixation der Krallenfroschleber keine Biosomen findet, wie das bei 
guter Strukturerhaltung histologischer Objekte an zahlreichen elektronen- 
optischen Abbildungen in der Literatur verfolgt werden kann (vgl. Porter, 
Claude and Fullam [127], Haguenau et Bernhard [70], Bernhard 
et Gautier [16], Bernhard, Haguenau, Gautier et Oberling [17], 
Gautier et Diomeda-Fresa [67], Oberling, Bernhard, Gautier 
et Haguenau [118], de Roberties and Sotelo [55]), und dann aus dem 
Fehlen der .,Biosomen“ den Schlu® zieht, dafé Osmiumsaure zur Erhaltung 
der Biosomen nicht geeignet sei, so kann dazu nur gesagt werden, daf ein 
Cytologe die Giite eines bewahrten Fixationsmittels nicht an hypotheti- 
schen Strukturen messen sollte, deren reale Existenz intra vitam erst noch 
bewiesen werden mufi. 

Es soll keineswegs verschwiegen werden, daft theoretische Erwagungen 
fiir die Existenz sublichtmikroskopischer Partikeln im Cytoplasma spre- 
chen. Fiir Leberzellen kann der Aufbau des Ergastoplasmas (Ries) aus 
granular-lamellaren Strukturen, die Ahnlichkeit mit den Chromidienstran- 
gen Monnés besitzen, sogar als gesichert gelten (Oberling, Bernhard, 
Gautier et Haguenau [118]. Ein cytologischer Nachweis fiir eine all- 
gemeine Verbreitung und fiir den Aufbau des Hyaloplasmas aus solchen 
Partikeln hat sich jedenfalls bis heute nicht erbringen lassen. Das muff 
ganz besonders deshalb betont werden, weil diesen hypothetischen Zell- 
bestandteilen entscheidend wichtige Funktionen des Zellstoffwechsels zuge- 
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schrieben werden, und zwar mit einer Sicherheit, die (bei Unkenntnis der 
cytologischen Literatur) den Eindruck erwecken muf, als ware der Nach- 
weis permanenter Partikelpopulationen dieser Gréfenordnung so sicher 
erbracht wie der des Zellkernes. 

Nachdem so eine zwanglose Deutung der Befunde von Lehmann und 
seiner Schule gegeben werden konnte, muff noch kritisch zu den biochemi- 
schen Arbeiten Stellung genommen werden, die sich der Methode des frak- 
tionierten Zentrifugierens von Homogenisaten bedient haben. Dies kann im 
Vergleich ur Biosomenfrage um so leichter geschehen, als hieriiber bereits 
einige kritische Betrachtungen und Untersuchungen vorliegen und der 
stirkste Beweis fiir den Aufbau der Cytoplasmas aus Mikrosomen durch 
unsere Modellversuche entkraftet worden ist. 


An experimentellen Befunden sind insbesondere die Arbeiten von 
Perner [122, 125] zu zitieren, der fiir pflanzliche Chondriosomen (Mito- © 
chondrien) starke autolytische Veranderungen wahrend der Homo- 
genisation nachweisen konnte. Abgesehen von solchen ,,Enimischungen“ der 
Granula, die die Mitochondrienfraktion betreffen, konnte Perner zeigen, 
daf das Hyaloplasma, also die Herkunftssubstanz der Mikrosomen, bei der 
Homogenisation nicht im mikrodispersen Zustand verbleibt, sondern ,,kom- 
plexe Koacervate heterogener Zusammensetzung’ bildet. Solche Vorginge 
miissen zwangslaufig eine Uneinheitlichkeit der verschiedenen Fraktionen 
mit sich bringen, da ja eine Trennung lediglich auf Grund unterschiedlicher 
spezifischer Gewichte erfolgen kann. Es liegt nahe, anzunehmen, daf solche 
Koacervate einen wesentlichen Bestandteil der Mikrosomenfraktionen bil- 
den. Cytologische Untersuchungen von Blatt-Homogenisaten (Weier and 
Stocking [154] ergaben, dafi die biochemische Analyse isolierter Chloro- 
plasten durch Verunreinigungen mit anderen Zellbestandteilen beeintrach- 
tigt wird und daf bei der Homogenisation die Chloroplastenstruktur star- 
ken Verinderungen unterliegt. — Versuche, aus homogenisierten Zellen 
(Interphasenkerne) Chromosomen zu isolieren und elektronenmikroskopisch 
abzubilden, haben zu eindeutigen Miferfolgen gefiihrt (Lamb [85}). 


Vom theoretischen Standpunkt haben sich hierzu Danielli [52] und 
Chambers [36] geaufert. Danielli betont in einer Kritik verschiedener 
cytochemischer Techniken, daft bislang eine Einheitlichkeit der Fraktionen 
nicht bewiesen werden konnte. Die Aktion eines Fermentes in vitro kénne 
nur dann auf den lebenden Zustand iibertragen werden, wenn seine Tatig- 
keit auch in der lebenden Zelle beobachtet worden ist. Chambers [36] 
weist auf die Tatsache hin, da bereits bei der Punktion lebender Zellen 
mit Mikronadeln eine Verschiebung des pH im Protoplasma zum sauren 
Bereich hin beobachtet werden kann. In einer fremden Umgebung lést sich 
ein Kern entweder auf oder er geht in den Gel-Zustand iiber; in keinem 
Falle entspricht.der Zustand des Kernes dem der lebenden Zelle. Die 
lebende Substanz wird also bereits durch weit harmlosere Veranderungen 
geschadigt, ais es die nicht gerade schonenden Homogenisationsmethoden 
darstellen. Im Homogenisat miissen daher, trotz Einhaltung tiefer Tempera- 
turen und Auswahl verschiedenster Medien, die Zellbestandteile in ver- 
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ainderter Form vorliegen. ,,Es gibt heute kein Medium, das eine unver- 
anderte Isolation der sichtbaren lebenden Strukturen in der Zelle gewahr- 
leisten wiirde” (Chambers [36]). 

Es muf daher als sicher angenommen werden, daf ein grofer Anteil 
der Mikrosomenfraktion aus Partikeln besteht, die ihre Entstehung Vor- 
gangen verdanken, die ohne Zweifel auch bei der Entstehung von ,,Bio- 
somen* von Einfluf sind und die wir als Koagulationen protoplasmatischer 
Eiweifanteile identifizieren konnten. Damit miissen alle aus solchen Unter- 
suchungen hervorgegangenen Ergebnisse und Schluffolgerungen mit grofer 
Skepsis betrachtet werden. 


Dies gilt auch fiir einige, zumeist hypothetische Darstellungen aus dem 
Gebiete der Krebsforschung. Es ist eine heute ziemlich allgemein anerkannte 
Tatsache, da das Krebsproblem vorwiegend eine Frage abnormer Protein- 
synthese darstellt. Daher liegt es nahe, alle im Bereiche der Zelle protein- 
synthetisierenden Strukturen bei der Suche nach cancerogenen Ursachen 
zu beachten. — Zur Zeit wird besonders die Mutationstheorie der cancero- 
genen Entartung diskutiert, wobei die sogenannte Plasmagentheorie 
(Darlington [54], Michaelis [103—105], Seeger [133—134], Noth- 
durfi [115—116]) bevorzugt wird. Obwohl das Vorkommen von Plasma- 
genen heute weitgehend sichergestellt ist und auch gute Griinde dafiir 
sprechen, dali die cancerogene Entartung in einem Teil aller Fille auf 
Mutationen plasmatischer, proteinsynthetisierender Substanzen beruht, so 
sollte doch ein endgiiltiger Einbau der ,,Mikrosomen“ in solche Theorien 
noch vermieden werden, wie er in den Arbeiten von Seeger [133, 134] 
vorgenommen wird. Es fehlen vorerst noch die cytologischen Grundlagen, 
um die Krebsursache auf ,,fermentativ entgleiste (= mutierte) Mikrosomen“ 
(Seeger [134]) zuriickfiihren zu kénnen. 

Die zu Anfang dieses Jahrhunderts insbesondere von Spek [137, 138] 
vertretene Kolloidtheorie des Protoplasmas ist in Vergessenheit geraten, 
da man sie fiir unvereinbar mit einer hochgeordneten Feinsitstruk- 
tur halt, fiir die sich immer mehr Anzeichen fanden. In neuerer Zeit hat 
Lepeschkin [94] die sogenannte Fluoidtheorie aufgesiellt, die sich eng an 
die Kolloidtheorie Speks anschlieBt. Nach Lepeschkin ist .,die einzig 
mdgliche, allgemeingiiltige Struktur der lebenden Materie eine kolloidale 
Struktur™. Zahlreiche schwerwiegende, insbesondere von Frey-Wyssling 
[63] dargelegte Griinde scheinen aber fiir das Vorhandensein einer hohen 
Ordnung zu sprechen. 

Da wir die Chromidientheorie Monnés und die Biosomentheorie Leh- 
manns bereits erwahnt haben, verbleibt noch, auf die Haftpunkttheorie 
Frey-Wysslings [63] und die Leptonentheorie Bretschneiders [34| 
einzugehen. 

Wahrend Frey-Wyssling bekanntlich ein molekulares (amikro- 
skopisches) Geriist der Peptidketten (Durchdringungsstruktur) vermutet, 
die sich in leicht lésbaren Haftpunkten beriihren sollen, glaubt Bret- 
schneider [34] an eine generelle Verbreitung 80—200 A breiter Filamente 
(..Leptonen™), die sich im Plasma zu einem dreidimensionalen ,,hexagonalen 
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Gitter“ zusammenlegen (Micellargeriist) und so die in etwa ktistalline 
Grundsubstanz des Cytoplasmas bilden sollen. Damit wird die in vielen 
elektronenoptischen Arbeiten zu verfolgende retikulare Wabenstruk- 
tur des Cytoplasmas fiir dem lebenden Zustand aquivalent gehalten. Der 
Maschendurchmesser des Leptongitters soll bei bester Erhaltung der Objekte 
etwa 350—600A betragen. Eine zusatzliche Ordnung im molekularen Be- 
reich im Sinne von Frey- Wyssling laft Bretschneider offen. GréRen- 
ordnungsmafktig liegen die Struktureinheiten Bretschneiders also zwi- 
schen denen von Frey-Wyssling einerseits und Monné und Lehmann 
andererseits. Alle diese Theorien stimmen darin iiberein, daf es im Proto- 
plasma ein mehr oder weniger festes Geriist geben miisse, und zwar ent- 
weder im sublichtmikroskopischen Bereich (Lehmann, Bretschneider, 
Monné) oder im molekularen Bereich (Frey-Wyssling, Seifriz). 


Verfolgt man die Meinungen iiber die Struktur des Protoplasmas im 
Laufe der verschiedenen Forschungsepochen, so gewinnt man den Eindruck, 
daft Verallgemeinerungen vermieden werden sollten. Das Dogma, daft es 
nur eine Protoplasmastruktur gebe, hat sich fiir den lichtoptischen GréBen- 
ordnungsbereich nicht halten lassen und diirfte auch fiir den jetzt zu er- 
forschenden sublichtmikroskopischen Bereich kaum fruchtbar sein. Es geht 
offensichtlich nicht an, Strukturen differenzierter Zellen (z. B. der Leber) 
oder omnipotenter Zellen (z. B. des Seeigeleies) zu vera!lgemeinern. Mit 
groRer Wahrscheinlichkeit unterscheidet sich die Protoplasmastruktur sol- 
cher Zellen auch im sublichtmikroskopischen Bereich, ist also heteromorph. 


Wir kénnen zu der Frage nach der Struktur des Protoplasmas nur aus 
unseren Erfahrungen aus den Untersuchungen an Ciliaten, Heliozoen, 
Schleimpilzplasmodien, Ascites-Tumor-Zellen und reinen Eiweifen Stellung 
nehmen; diese beziehen sich auf das sogenannte Grundcytoplasma. Hier- 
fiir ergeben unsere Untersuchungen keine Ubereinstimmung mit den Theo- 
rien von Monné, Lehmann oder Bretschneider. Das undifferen- 
zierte Protoplasma laf t im sublichtmikroskopischen Bereich 
keine geordneten Strukturen erkennen, die als charakteri- 
stisch fiir den lebenden Zustand gelten kénnten. 

Es ist lehrreich und interessant, zu verfolgen, daf die Theorien von 
Lehmann, Bretschneider und Monné starke Ahnlichkeiten mit Theo- 
rien der lichtoptischen Forschungsepoche aufweisen. So wurden auch zu 
Anfang dieses Jahrhunderts Theorien vom fibrillaren, retikularen, granu- 
laren und wabigen Aufbau des Protoplasmas verfochten: auch damals wur- 
den ,,Granula“ als Trager aller Lebensfunktionen angesehen. Vor 30 Jahren 
konnte dann Spek [137, 138] die Unhaltbarkeit dieser ,,Lehren“ nachweisen 
(vgl. dazu auch: A. Fischer, 1899: Fixierung, Farbung und Bau des Proto- 
plasmas, Jena). 


Es ist unseres Erachtens zwecklos, auf Grund elektronenoptischer Bil- 
der heute neue Theorien mit Anspruch auf Allgemeingiiltigkeit iiber die 
Struktur des Cytoplasmas aufzustellen, bevor nicht das Problem der Arte- 
faktbildung zu einer gewissen Abklirung gelangt ist. Sicherlich haben in 
nicht wenigen Fallen moderne Protoplasmatheorien dazu beigetragen, dal 
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Artefakte iibersehen wurden, weil sie ,,gut“ in eine der bestehenden Theo- 
rien hinein pafiten. Die Lésung des Artefaktproblems diirfte nur durch 
Verbesserungen der Praparationsmethoden in Angriff genommen werden 
kénnen, in dem diese laufend an geeigneten Teststrukturen kontrolliert 
werden (Wohlfarth-Bottermann und Pfefferkorn [155]). Aufer- 
dem scheinen, wie dargelegt, Modelluntersuchungen an reinen Eiweiften 
weitere Fortschritte zu versprechen. Auch vergleichende Untersuchungen 
eines Objektes nach verschiedener Fixation (Haguenau et Bernhard 
[70] haben bereits richtungweisende und grundlegende Ergebnisse ge- 
‘ zeitigt. Solche Untersuchungen werden zwar nicht schnell, aber sicherer zu 
einer Vervollstandigung unserer Kenntnisse iiber die lebende Substanz 
beitragen. 

Wenn wir somit die allgemeine Existenz sublichtmikroskopischer Struk- 
turen im undifferenzierten Cytoplasma verneinen und seinen generellen 
Strukturaufbau aus Biosomen im Sinne von Lehmann oder aus Chromi- 
dien im Sinne von Monné oder aus Leptonen im Sinne von Bret- 
schneider ablehnen miissen, so muf doch die Méglichkeit offenbleiben, 
daf in omnipotenten oder differenzierten Zellen Partikelpopulationen 
existieren. Es wird die Aufgabe der Zukunft sein, die Befunde von Leh- 
mann, Monné und Bretschneider unter Beriicksichtigung der Arte- 
faktgefahren, die wir hier aufgezeigt haben, nachzupriifen, bevor Ver- 
allgemeinerungen statthaft sind. 

Wie schon erwahnt, liegen von Leberzellen ausgezeichnete elektronen- 
mikroskopische Aufnahmen von Diinnschnitten vor (Bernhard et al.), 
die die Existenz lamellar verbundener Partikel (Ergastoplasma) * sicher- 
stellen. Auch hier rechtfertigt der Einzelfall jedoch nicht, daraus eine 
Bestatigung iiber das allgemeine Vorkommen von Chromidien im Sinne 
von Monné oder von. Biosomen im Sinne von Lehmann abzuleiten. 
Sicherlich bilden aber solche granular-lamellare Strukturen nach Zer- 
stérung der Leberzellen bei der Homogenisation einen grofen Anteil der 
..Mikrosomenfraktion“® (Bernhard, persénl. Mitteilung). Das Cytoplasma 
kann also Differenzierungen sublichtmikroskopischer GréRenordnung ° ent- 
halten (an die im Falle des Ergastoplasmas auch RNS gebunden ist), das 
Hyaloplasma ist dann aber auch auf solchen Bildern bei guter Erhaltung 
strukturlos. 

Fiir die seit den Untersuchungen von Warburg erforderlich erschei- 
nende Strukturordnung der lebenden Substanz geniigen im lichtoptischen 





8 Mit dem Ergastoplasma, der .,basophilen Substanz“ des Zellplasmas, sind 
wohl auch Strukturen wie das ..Endoplasmatische Reticulum“ zu vergleichen, die 
Porter fiir verschiedene Zellarten beschrieben hat (K. R. Porter, 1953: Obser- 
vations on a submicroscopic basophilic component of cytoplasm. J. exp. Med. 97, 
727—761;I. G. Wolken und G. E. Palade, 1953: An electron microscope study 
of two flagellates. Ann. New York Acad. Sci. 56, 873—889). 

® Z. B. auch die fibrilliren Spindeln von Anaphasen-Chromosomen, vgl. J. 
Schultz-Larsen, 1953: On the structure of the nuclear spindle. Acta pathol. micro- 
biol. scandinav. 32, 567—573. 
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Bereich wohl die Mitochondrien und im sublichtmikroskopischen Bereich 
Strukturen wie das lamellaire Ergastoplasma in gewissen Zellen, also 
Zellorganelle, Differenzierungsprodukte des Protoplasmas. Eine all- 
gemeine Geriiststruktur des Protoplasmas selbst scheint in diesen beiden 
Bereichen nicht vorzuliegen. Eine solche diirfte den sehr unterschiedlichen 
und wechselnden Aufgaben, die der Lebensvorgang an das Protoplasma 
stellt, auch gar nicht dienlich sein. 

Damit scheint sich die von Spek [137] vor 30 Jahren fiir den licht- 
optischen Bereich geiauferte Ansicht nun auch fiir das sublichtmikro- 
skopische Gebiet zu bestiatigen: ,.Das Suchen nach einer Elementarstruktur 
des Plasmas hat noch niemals zu einem Erfolg gefiihrt und erscheint auch 
heute recht aussichtslos. Wir sollten lieber weniger diesem Phantom nach- 
jagen und mehr die Mdglichkeit beherzigen, daf auch schon das, was sich 
an molekularen und kolloiden Vorgangen an den Grenzflaichen der ganzen 
Zellen, der Phasengrenzen des Plasmas und an den Kolloidpartikeln ab- 
spielt, ein wesentlicher Teil dessen sein diirfte, was das Leben ausmacht, 
daf wir mit anderen Worten mit den heute bekannten feineren morpho- 
logischen Elementen wahrscheinlich durchaus dort angelangt sind, wo man 
das Spiel der Molekularkrafte in das Bild der lebenden Zelle einfiigen muf.“ 

Die lange gesuchte Geriiststruktur des Protoplasmas kann nun aller- 
dings noch im molekularen Bereich vermutet werden (Seifriz, Frey- 
Wyssling). Ob sie dort wirklich vorhanden ist, lat sich bezweifeln 
(Spek, Lepeschkin, Crick and Hughes). 

Die Lésung dieser Frage scheint durch die jiingsten Fortschritte der 
elektronenoptischen Praparationstechnik (Einbettung: Newman, Bo- 
rysko und Swerdlow; Fixierung: Palade; Mikrotomtechnik: Sjést- 
rand) in den Bereich des méglichen zu riicken: Die von Sjéstrand und 
seiner Schule verdéffentlichten Abbildungen ultradiinner Schnitte (200A 
und diinner) lassen keine groben Artefakte mehr erkennen und bestatigen 
insofern unsere Auffassungen iiber die sublichtmikroskopische Struktur des 
undifferenzierten Protoplasmas. Die durch die zitierten Fortschritte még- 
lici gewordene Elektronenmikroskopie von Gewebeschnititen bei hoher 
Auflésung eréffnet erstmals den direkten Einblick in den molekularen 
Strukturbereich der lebenden Substanz. Obwohl auch fiir diesen Bereich 
wie fiir den sublichtmikroskopischen Bereich gréfte Vorsicht bei der Deu- 
tung erzielier Abbildungen geboten scheint, so mag doch darauf hingewiesen 
werden, da Sjéstrand und Rhodin”™ das undifferenzierte Proto- 
plasma als korpuskulare Elemente von 40A Durchmesser fanden. 
Wie jedoch auch von diesen Autoren betont wird, bedarf es weiterer Unter- 
suchungen, bevor sich Aussagen dariiber machen lassen, ob in diesem Be- 


10 FS. Sjostrand u. J. Rhodin, 1953: The ultrastructure of the proximal 
convoluted tubules of the mouse kidney as revealed by high resolution electron 
microscopy. Exp. Cell. Res. 4, 426—456. — F. S. Sjéstrand, 1953: Die routine- 
maRige Herstellung von ultradiinnen (ca. 200 A) Gewebeschnitien fiir elektronen- 
mikroskopische Untersuchungen der Gewebezellen bei hoher Auflésung. Vortrag 
Tagung Dtsch. Ges. Elektronenmikr., Innsbruck. 
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reich wirklich granulare Elemente (Spek) oder linear und vernetzte Bau- 
steine (Frey-Wyssling) die ,,undifferenzierte lebende Materie“ aufbauen. 


Zusammenfassung 


Nach Darlegung moderner Theorien iiber die sublichtmikroskopische 
Struktur des Cytoplasmas (Biosomentheorie Lehmanns, Chromidien- 
theorie Monnés, Leptonentheorie Bretschneiders) wird an Hand von 
elektronenmikroskopischen Untersuchungen an reinen Eiweiffen und ver- 
schiedenen Protoplasmaarten gezeigt, daf die elektronenoptischen Bilder, 
auf die sich die oben angefiihrten Theorien stiitzen, dem Zustand intra vitam 
nicht aquivalent sind. Die heute fiir die lebende Struktur als spezifisch gel- 
tenden Strukturen des sublichtmikroskopischen Bereiches sind vielmehr 
auch an reinen Eiweiften zu beobachten, sofern diese als Modelle den gleichen 
Praiparationsbedingungen wie das Cytoplasma unterworfen werden. Diese 
Strukturen stellen also zum gréften Teil Praparationsartefakte (Eiweif- 
koagulate) dar. 

Untersuchungen des Cytoplasmas von Ciliaten, Heliozoen, Schleimpilzen 
und Ascites-Tumor-Zellen deuten in Ubereinstimmung mit zahlreichen 
Bildern der Literatur darauf hin, daR das undifferenzierte Protoplasma 
sublichtmikroskopisch zumeist strukturlos ist. 

Diese Befunde werden mit den Ergebnissen anderer Autoren in Be- 
ziehung gesetzt und ihre Folgerungen fiir die cytologische Forschung und 
die elektronenoptische Praparationstechnik diskutiert. 
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Kakteen-Virus-Ubertragung durch Pfropfung 
Von 


Friedl Weber 


Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitit Graz 
Mit 2 Abbildungen 


(Eingelangt am 26. September 1953) 


In einer Reihe von Arbeiten wird das Auftreten von Eiweifspindeln in 
den Epidermiszellen der Kakteen mit einer Virusinfektion in Zusammen- 
hang gebracht (Weber 1952, 1953). Die Kakteen mit Proteinkristalloiden 
zeigen allerdings meist keine oder nur wenig auffallende AauRere Krankheits- 
symptome und werden daher als .symptomlose Virustrager™ bezeichnet. 
Zugunsten dieser Auffassung wird u. a. das Auftreten von cytoplasmati- 
schen Einschlu&kérpern in den Zellen der Virustrager angefiihrt, da solche 
x-Kérper fiir viruskranke Pflanzen, z. B. Solanaceen, charakteristisch sind. 
Ein mehr iiberzeugender Beweis ist dann erbracht, wenn es gelingt, die 
Bildung von Eiweifspindeln in vorher spindelfreien Kakteen dadurch zu 
erzielen, daft virusfreie Sprosse auf Virustrager gepfropft werden. Solche 
Versuche sind bisher erst mit einer geringen Zahl von Kakteenarten durch- 
gefiihrt worden. 

Mikosch (1907) hat Eiweifsspindeln in Sprossen von Epiphyllum- 
Arten auftreten sehen, die auf spindelhaltige Pereskia-aculeata-Unterlagen 
gepfropft waren. Rosenzopf hat 1951 Pfropfinjektionsversuche mit 
Epiphyllum und Pereskia durchgefiihrit und gezeigt, da ..das die Spindel- 
bildung veranlassende Agens von dem spindelhaltigen Partner auf den 
spindelfreien iibergeht“, Miliéié (1953) berichtet, da bei einem Impf- 
versuch, ,bei dem der Gewebesaft aus den peripheren Zellschichten von 
Opuntia brasiliensis in eine wurzelechte Epiphyllum-truncatum-Pflanze 
geimpft wurde’, in der vorher spindelfreien Pflanze das Entstehen der 
Viruskérper hervorgerufen wurde’. 


' Die von Miliéié untersuchte spindelfiihrende Opuntia brasiliensis stammte 
aus dem Botanischen Garten der Universitaét Zagreb. In den Opuntia-brasiliensis- 
Exemplaren des Grazer Botanischen Gartens sowie einer O. brasiliensis des 
Wiener Botanischen Gartens konnten Eiweifispindeln weder in den Kladodien 
noch in den Blattern aufgefunden werden. 
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In den Gewachshiusern des Botanischen Gartens der Universitat Graz 
werden unter anderen Opuntia-Arten auch O. subulata und O. Kleiniae 
gezogen. Die Direktion des Gartens (Prof. Dr. F. Widder) hat in ent- 
gegenkommender Weise diese Opuntien zu Versuchszwecken zur Ver- 
fiigung gestellt. Die mikroskopische Untersuchung der Opuntia subulata 
hat das reichlichhe Vorkommen von Eiweiffspindeln und x-Kérpern in 
den Epidermiszellen der Blatter ergeben. Die Pflanzen von Opuntia 
Kleiniae waren dagegen durchwegs spindelfrei. 

Im Herbst 1952 wurde auf eine Opuntia subulata als Unierlage ein 
Sprof von O. Kleiniae gepfropft (Abb.1). Ein halbes Jahr nach Durch- 
fiihrung der Pfropfung konnten in den Blattern des Reises 
von O. Kleiniae keine Spindeln gefunden werden. Eine 
zweite Untersuchung nach einem weiteren halben Jahr 
zeigte in neu gebildeten Blattern von O. Kleiniae in den 
Epidermiszellen reichlich Eiweiffspindeln und auch ver- 
einzelt cytoplasmatische Einschlu&kérper, nur in einem 
Blatt waren keine Eiweiffspindeln zu sehen. Die Blatter 
der Pflanze von O. Kleiniae, von der das Reis stammte, 
besafen weder zur Zeit der ersten noch zu der der zwei- 
ten Untersuchung Eiweifispindeln oder x-Kérper. 

Die Eiweiffspindeln, die im O.-Kleiniae-Pfropfreis auf- 
traten, waren meist sehr locker gebaut und lieRen die 
Zusammensetzung aus einzelnen Eiweifbalken deutlich er- 
kennen (Abb. 2). Manchmal waren die Eiweifstabchen zu 
einem zarten Netzwerk verbunden. Selten kamen Eiweif- 
sphiarokristalle vor. Da die Eiweifispindeln der Unterlage ,}), 4. Opun- 
(O. subulata) auch sehr mannigfaltig geformt und gebaut jg Kleiniae, ge- 
sein kénnen, so lat sich nicht mit Bestimmtheit sagen, daR _pfropft auf 
die im Reis aufgetretenen ,,Eiweiffspindeln“ anders ge- Opuntia subu- 
staltet sind als die der Unterlage; es fallt aber immerhin lata. 
auf, daf die ,,Spindeln“ im Reis im allgemeinen ,,lockerer* 
gebaut sind und daft kompakie Spindeln, bei denen der fibrillare Aufbau 
nicht zu erkennen ist, im Reis sehr selten zu finden sind. 





Es liegt somit im Ergebnis des obigen Versuches ein weiteres Beispiel 
dafiir vor, daf es méglich ist, durch Pfropfung auf eine eiweifspindelhaltige 
Kakteenunterlage in dem vorher spindelfreien Pfropfreis die Bildung von 
Eiweifispindeln und Cytoplasma-EinschluRkérpern hervorzurufen. Dies 
spricht jedenfalls zugunsten der Annahme, daf die Eiweiffspindeln der 
Kakteen Viruskérper sind. 


Ergebnis 


Auf eine Opuntia subulata, die in ihren Blattern Eiweifspindeln ent- 
halt, wurde ein Sprof von Opuntia Kleiniae gepfropft, der keine Eiweif- 
spindeln enthielt. Nach einem Jahr wiesen die Blatter des Reises Eiweift- 
spindeln auf. 
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Abb. 2. Eiweifspindeln in den Epidermiszellen des Blattes des Pfropfreises 
Opuntia Kleiniae. 
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Uber das elektrische Potential und den Aktionsstrom von 
Eierstockeiern von Rana esculenta 


Von 
Karl Umrath 


Aus dem Zoologischen Institut der Universitat Graz 


Mit 7 Textabbildungen 


(Eingelangt am 29, September 1953) 


Einleitung 


Das elektrophysiologische Verhalten von Nerven und Muskeln héherer 
Tiere wurde vielfach untersucht, in letzter Zeit auch mit in das Proto- 
plasma eingestochenen Mikroelektroden. Es schien mir von Interesse, diese 
Untersuchungen auf andere Zellen héherer Tiere auszudehnen, und da 
boten sich die Eierstockeier des Wasserfrosches, Rana esculenta, wegen ihrer 
GréRe und wegen ihrer leichten Zugianglichkeit als geeignetes Objekt. 

Da der Einflu& des Natriumgehalies: des Aufenmediums auf den Ak- 
tionsstrom in letzter Zeit vielfach Gegenstand experimenteller und theo- 
retischer Untersuchungen war, habe ich in einer Reihe von Versuchen das 
Natriumchlorid der Ringerlésung durch Cholinchlorid oder durch Glukose 
ersetzt und weiter den Einflu& von Kaliumchlorid und von Kalziumchlorid 
untersucht. 


Methodik 


Methodisch bin ich ahnlich vorgegangen wie bei meinen Untersuchungen 
an Pflanzenzellen [12, 13]. Als MeRelektroden habe ich meistens mit 0,1 n 
KCl-Lésung gefiillte Mikroelektroden verwendet, aus denen ich mit chlo- 
rierten Silberdrahten weiter abgeleitet habe. In einer Versuchsreihe waren 
die Elektroden mit 3n KCl-Lésung gefiillt. Vor und nach dem Versuch 
tauchten beide Ableitungselektroden in dieselbe KCl-Lésung, mit der sie 
auch gefiillt waren. Wahrend des Versuches tauchte die grébere Elektrode 
in die die Eizelle umgebende Lésung, die feinere, mit einem duferen 
Spitzendurchmesser von 2—20u, wurde in eine Eizelle eingestochen. Die 
Spannungen habe ich zu einem Lindemann-Elektrometer abgeleitet, von 
der groben Elektrode zum Gehiuse, von der feinen zur Nadel des Elektro- 
meters, und photographisch registriert. Gereizt habe ich mit einzelnen 
Offnungsinduktionsschlagen eines Induktoriums, in dessen Primiarkreis eine 
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Akkumulatorenbatterie von 5 V Spannung und ein variabler Vorschalt- 
widerstand angebracht waren. Die Reizstarke wurde durch Veranderung 
des Vorschaltwiderstandes und, wenn erforderlich, durch Anbringen oder 
Entfernen des Eisenkerns verindert. Die Reizelektroden, chlorierte Silber- 
drahie, tauchten in einiger Entfernung von der Eizelle in die umgebende 
Lésung. 

Die Versuche wurden im Dezember 1952 und im August und September 
1953 ausgefiihrt. Ich habe hauptsdchlich die gréferen Eierstockeier ver- 
wendet, die abgerundete Scheiben von 1,0—1,5mm Durchmesser und etwa 
0.7mm Dicke darstellen. Ein Eierstockfragment mit einigen Eizellen oder 
eine einzelne Eizelle wurde in ein flaches Schalchen mit nur wenig 
Ringerlésung auf ein feuchtes Stiickchen Filterpapier gebracht. Die Filter- 
papierunterlage wirkte dem Kippen der Eizelle beim Versuch des Ein- 
stechens der Elektrode entgegen. Beim Aufpressen der Mikroelektrode auf 
eine Eizelle wurde diese mehr oder weniger eingedellt, bis ihre Hiille durch- 
stochen wurde und zuriickschnellte, so dai die Elektrodenspitze nun tief 
und fest in der Eizelle steckte. Ich habe dann weitere Ringerlésung zu- 
gegeben, so daft die Eizelle gut umspiilt war. Beim Herausziehen der 
Elektrode war manchmal ein Plasmafaden zu sehen, der von der Eizelle 
zur Elektrodenspitze reichte. 

Alle Lésungen wurden mit iiber Glas destilliertem Wasser hergestellt. 
Die Ringerlésung enthielt 0,65% NaCl, 0,015% KCl und 0,015% CaCl.,. 
Weiter habe ich folgende Lésungen angewandt: 1. 1,55% Cholinchlorid’, 
0.015% KCl und 0,015% CaCl,, 2. 4% Glukose, 0.015% KCl und 0,015% 
CaCl,, 3. 4% Glukose, 4. 1.55% Cholinchlorid, 5. 0,65% NaCl, 6. 0,83% 
KCl, 7. 0.825% CaCl, und Mischungen der isotonischen Lésungen 3—7 in 
verschiedenen Mischungsverhiltnissen. 

Die Einstellungsgeschwindigkeit des Lindemann-Elektrometers, die an 
den Eichkurven der Abb. 1, 2 und 4—7 erkennbar ist, war so, daf die 
Aktionsstréme in ihrem raschen Teil etwas verzerrt wiedergegeben wur- 
den. Ich habe einige Aktionsstréme und Eichkurven bei raschem Gang des 
photographischen Papiers aufgenommen und, da die Eichkurve der des Ka- 
pillarelektrometers entspricht, die Aktionsstromkurven nach dem Verfahren 
von Burch, das auch bei Bernstein [1] beschrieben ist, analysiert. Die 
Korrekturen sind gering; die Gipfelhéhen der am steilsten ansteigenden 
Aktionsstréme, wie sie vorkommen, wenn das NaC] der Ringerlésung durch 
Glukose ersetzt ist, Abb. 2d, werden um etwa 20% vergréRert, die kurz 
dauernden Aktionsstréme in Ringerlésung um etwa 10%, die langdauern- 
den mit Plateau werden kaum vergréfert, ihr Gipfelpunkt wird nur et- 
was vorverlegt. Da die meisten meiner Aufnahmen zu langsam registriert 
wurden, um sie genau korrigieren zu kénnen, habe ich alle Messungen an 
den unkorrigierten Kurven ausgefiihrt. 

Durch eine Korrektur wiirden die Werte der Aktionsstréme in Tabelle 1 
kaum vergriéfert, weil es sich um lang dauernde Aktionsstréme, meist mit 


1 Fiir die Uberlassung des Cholinchlorids danke ich der Laevosan-Gesellschaft, 
Franck & Dr. Freudl, Linz a. d. D. 
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Plateau, handelt. In Tabelle 2 wiirde der erste und der dritte Wert aus 
demselben Grunde kaum verandert, der zweite wiirde um etwa 10% erhdht. 
In Tabelle 3 wiirden die ersten beiden Werte um etwa 10%, der dritte 
wiirde um etwa 20% erh@ht. 


Die Membranbildung an der in die Eizelle eingestochenen Elektrode 


Ich [12, 13, 15, 18] habe bei meinen elektrischen Messungen an Pflanzen- 
zellen und Diannelidis und Umrath [2] haben bei elektrischen Mes- 
sungen an Plasmodien von Physarum Erscheinungen beobachtet, die zeigen, 
da sich in der Spitze von eingestochenen Mikroelektroden und mit der 
Zeit um den ganzen eingestochenen Spitzenteil herum eine Membran bil- 
det, die fiir Anionen weniger permeabel ist als fiir Kationen und die mit 
der Zeit einen hohen elektrischen Widerstand annehmen kann. Die 
Membranbildung um die Spitze der eingestochenen Elektrode aufert sich 
darin, daf die zwischen Protoplasma und Aufenmedium gemessene Span- 
nung und die Aktionsstréme abnehmen und da®B sich die Elektrode schlieB- 
lich elektrisch nahezu so verhalten kann, als ob sie sich im Aufenmedium 
befinden wiirde, obzwar sie noch fest in der Zelle steckt. Dies tritt bei 
Blatizellen von Helodea, Pollenschlauchen von Tulipa, bei Spirogyra, 
Vaucheria und Physarum verhialtnismafig rasch, oft in einigen Minuten 
ein, bei Internodialzellen von Nitella langsamer, oft in Tagen. An einer 
eingestochen gewesenen Elektrode zeigt sich die relativ anionenimpermeable 
Membran daran, daft die Elektrode gegeniiber einer nicht eingestochen ge- 
wesenen in Wasser und in verdiinnten Salzlésungen eine negative Spannung 
annimmt, nicht aber in derjenigen KCl-Lésung, mit der sie selbst ge- 
fiillt ist. 

Auch bei meinen jetzigen Versuchen an Eierstockeiern von Rana gingen 
die zwischen Protoplasma und Aufenmedium gemessenen Spannungen und 
die Aktionssiréme meist nach einiger Zeit, etwa nach einer halben Stunde, 
zuriick. Dies kann durch eine Schadigung der Zelle oder durch eine Mem- 
branbildung um die Elektrodenspitze bedingt sein. An Pflanzenzellen 
wurde nach einem Riickgang der mefbaren Spannungen von mir [13, 15] 
und von Diannelidis und Umrath [2] sehr oft ein betrachtlicher 
Wiederanstieg beobachtet, wenn die eingestochene Elektrode etwas bewegt 
oder erschiittert wurde. Jetzt habe ich zufallig einmal an einer Eizelle mit 
abgesunkener Spannung nach einer Bewegung der eingestochenen Elek- 
trode eine betrachtlichhe Wiederzunahme der Spannung beobachtet. In 
einigen weiteren Fallen abgesunkener Potentialwerte habe ich die ein- 
gestochene Elektrode absichtlich etwas bewegt und dabei noch zweimal 
einen Wiederanstieg der Spannung beobachtet. Dies spricht dafiir, daft fiir 
das Absinken der meftbaren Spannung eine Membranbildung um die 
Elektrodenspitze wenigstens mitverantwortlich ist. 

Um zu sehen, ob in der Elektrodenspitze eine relativ anionenimper- 
meable Membran gebildet wird, habe ich die Spannung der zum Einstich 
verwendeten Mikroelektroden gegen eine groffe Vergleichselektrode in 
verschiedenen Liésungen gemessen. Noch nicht eingestochen gewesene Elek- 
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troden zeigten in allen Lésunge keine nennenswerten Spannungen gegen 
die Vergleichselektrode. Mit 0,1n KCl-Lésung gefiillte Mikroelektroden, 
die eingestochen gewesen waren, zeigten in destilliertem Wasser und in 
4%iger Glukoselésung negative Spannungen gegeniiber der Vergleichs- 
elektrode, aber keine in 0,1 n KCl-Lésung. In Wasser habe ich in zehn Ver- 
suchen — 20 bis — 85 mV gemessen, meistens gegen — 50 mV. In Glukose- 
lésung habe ich in fiinf Versuchen — 38 bis —70mV gemessen, meist gegen 
—45mV. Schon geringe KCl-Zusiitze zur Glukose reduzierten die Span- 
nung stark; eine eingestochen gewesene Elektrode zeigte in Glukose 
—53mV, in Glukose mit 0,00in KCl —32mV. In Glukose mit 0,01 n KCl 
war meist kein nennenswerter Spannungsunterschied mehr zu beobachten. 
In einigen Versuchen habe ich die Elektroden mit 3n KCl-Lésung ge- 
fiillt. Solche eingestochen gewesene. Elektroden zeigten gegeniiber einer 
Vergleichselektrode in 3n KCl-Lésung keinen Spannungsunterschied, in 
0.1n KCl-Lésung zeigten sie in neun Versuchen Spannungen zwischen — 4 
und — 10, im Mittel —7mV, in destilliertem Wasser zeigten sie Span- 
nungen von — 20 bis —58, im Mittel von zehn Versuchen — 37 mV. 


Tab. 1. Eierstockeier von Rana esculenta; Mittelwerte und mitt- 
lere Fehler von Ruhepotential und Aktionsstrom bei 22—26°C. 











Aktionsstrom 
Elektrodenfiillung Ruhepotential se Zahl der 
in mV a tae in % des Messungen 
| Ruhepotentials 
0} re — 21,0 + 0,6 15,2 + 0,5 75,8 + 1,9 28 
SS ae eer ae — 30,2 + 1,2 12,4 + 1,1 40,9 + 2,6 11 











In Tabelle 1 sind nach Versuchen an Eizellen in Ringerlésung unter 
sonst vergleichbaren Bedingungen MefRergebnisse mit 0,1n KCIl- und mit 
3n KCl-Elektroden wiedergegeben. Man sieht, daf® die Aktionsstréme in 
beiden Fallen nahezu gleich sind, daf& aber das Ruhepotential der Eizellen 
bei Messung mit 3n KCl-Elektroden im Mittel 9mV starker negativ ist. 
Dabei ist die Spannung zwischen den Elektroden Null, wenn sie in die- 
jenige KCl-Lésung tauchen, mit der sie gefiillt sind. Die Differenz der 
Ruhepotentiale von 9mV ist nur etwas mehr als die 7 mV, die eine ein- 
gestochen gewesene 3n KCl-Elektrode im Mittel gegen eine Vergleichs- 
elekirode in 0,1n KCl-Lésung negativ ist, und der K-Ionengehalt des Ei- 
protoplasmas diirfte nahe an 0,1n sein. Es ist méglich, da die Membran 
an der Elektrodenspitze, solange diese in der Eizelle eingestochen ist, noch 
etwas dichter ist als nach dem Herausziehen in der 0,1 n KCl-Lésung. 

Da ich die Membranbildung an der eingestochenen Elektrodenspitze bei 
Eierstockeiern nur nebenbei untersucht habe, ist ein Vergleich mit den Ver- 
haltnissen an Pflanzenzellen, die ich [13] bei Nitella genauer untersucht 
habe, noch schwer. Es scheinen mir aber die von den Eizellen gebildeten 
Membranen weniger dicht zu sein wie die von Pflanzenzellen gebildeten; 
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ich habe wenigstens auch an lange zu Messungen an Eizellen beniitzten 
Elektroden in Wasser nie so hohe Spannungen gegeniiber der Vergleichs- 
elektrode gemessen, wie oft an langer zu Messungen an Pflanzenzellen 
verwendeten Elektroden. Auch die Zunahme dieses Membraneffektes an 
der eingestochen gewesenen Elektrodenspitze mit zunehmender Verwen- 
dungszeit der Elektrode war bei den Eierstockeiern nicht in dem Mafe 
zu beobachten wie bei Pflanzenzellen. 

Es ist beachtenswert, dali Nastuk und Hodgkin [11] an Skelett- 
muskelfasern vom Frosch mit 3n KCl-Elektroden um etwa 10 mV héhere 
Potentiale gemessen haben als mit 0,118n KCl-Elektroden. Sie glauben, daft 
die niedrigeren Werte mit den 0,118n KCl-Elektroden durch ein Dif- 
fusionspotential herabgesetzt waren. Sie haben aber, soviel ich sehe, eben- 
sowenig wie bisher andere Autoren, etwa durch Messung der Elektroden- 
potentiale in Wasser untersucht, ob Membranpotentiale auftreten. Bei tie- 
rischen Zellen, die meist in Ringerlésung untersucht werden, liegt eine 
Messung der Elektrodenpotentiale in Wasser nicht so nahe wie bei Pflan- 
zenzellen, und bei den fiir Muskel- und Nervenfasern verwendeten selir 
feinen Elektroden wire eine solche Messung auch wegen des grofen Wider- 
standes schwierig. 

Ich habe die Werte fiir das Ruhepotential dadurch gewonnen, daft ich 
den bei in die Eizelle eingestochener Mikroelektrode gemessenen Wert mit 
dem vor- und nachher erhaltenen verglich, wenn beide Elektroden in die- 
jenige KC]-Lésung tauchten, mit der sie selbst gefiillt waren, wobei jetzt 
Diffusions- und Membranpotentiale ausgeschaltet waren. Nastuk und 
Hodgkin [11] haben ihre Werte fiir die Ruhepotentiale dadurch ge- 
wonnen, dafi sie die Spannung der eingestochenen Mikroelektrode mit 
dem Mittelwert der Spannung in Ringerlésung vor und nach dem Einstich 
verglichen. Wenn sich, wie es nach meinen Versuchen den Anschein hat, in 
Ringerlésung, 0,1n KCl-Lésung und im Protoplasma ungefahr dasselbe 
Membranpotential einstellt, so hatte ein Membranpotential an den 3n KCI- 
Elektroden ihre Messungen nur dann beeinfluft, wenn die Membran an der 
Elektrodenspitze, wahrend sie sich in der Muskelfaser befand, wesentlich 
dichter gewesen ware als nach ihrem Herausziehen in Ringerlésung. Einen 
méglichen Hinweis auf eine Membranbildung kénnte man in der Bemer- 
kung von Nastuk und Hodgkin erblicken, daff das Potential der Mikro- 
elektrode im Aufenmedium vor und nach dem Versuch meist innerhalb 
von imV iibereinstimmte, da® aber gréfere Differenzen manchmal vor- 
kamen, besonders im Beginn eines Versuches, also wohl mit zunachst noch 
ungebrauchter Mikroelektrode. 


Das elektrische Potential des Protoplasmas und der Aktionsstrom 
von Eijerstockeiern in Ringerlésung 


Meine Potentialmessungen an Eierstockeiern in Ringerlésung sind in 
Tabelle 2 zusammengestellt. Es sind Messungen mit 0,1 n KCl-Elektroden, 
von denen eine in die Ringerlésung tauchte und eine in die Eizelle ein- 
gestochen war. Als Nullwert galt die vorher und nachher gemessene Span- 
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nung zwischen den Elektroden, wenn diese in 0,1n KCl-Lésung tauchten. 
Dieses Verfahren erscheint mir wegen der im vorigen Abschnitt besproche- 
nen Membranbildung an der eingestochenen Elektrode zweckmiaftig. Még- 
licherweise sind kleine Potentiale von wenigen Millivolt an den Elektroden- 
spitzen unberiicksichtigt geblieben, da die Membran- und Diffusionspoten- 
tiale prinzipiell nicht genau erfafbar sind. 


Tab. 2. Eierstockeier von Rana esculenta; Mittelwerte und mitt- 
lere Fehler und darunter die Extremwerte von Ruhepotential und 
Aktionsstrom. 














| Aktionsstrom 
on Temp. | Ruhepotential ———— Zahl der 
in °C | in mV | eee | in %) des | Messungen 
| Ruhepotentials | 
Dezember ..| 15—16 | —234+1,8 | 184+16 | 59,5448 19 
x oo 4,26 | 21, 90 
August... . 24 | —236+06 | 14,7+06 62,6 + 1,4 13 
| —20, — 28 11,20 | 56, 71 
August— 22-26 | —21,0+0,6 | 152+05 | 75,8+1,9 28 
September . . — 16, — 29 10,20 | 52, 100 


Die Werte des Protoplasmapotentials in Ringerlésung, die Ruhepoten- 
tiale in Tabelle 2, haben im Dezember eine gréfere Streuung, aber den- 
selben Mittelwert wie im August. In beiden Fallen stammen oft einige 
Werte von einer Eizelle im Laufe einer langeren Messung. In der dritten 
Versuchsgruppe von Tabelle 2 vom August und September stammt jede 
Messung von einer anderen FEizelle. Vielleicht ist der Mittelwert des Ruhe- 
potentials hier deswegen etwas geringer, weil dieses im Laufe der ersten 
halben Stunde oft noch etwas ansteigt und die Messungen alle 5—10 Mi- 
nuten nach dem Einstich der Elektrode gemacht sind. 

In vielen Fallen war das Ruhepotential in seinem wesentlichen Ausmaf 
gleich nach dem Einstich der Elektrode zu beobachten. In manchen Fallen 
nahm es in der ersten Zeit nach dem Einstich noch betrachtlich zu. Es kann 
sein, daft in solchen Fallen der Einstich einen lang dauernden Aktionsstrom 
ausgelést hat, dessen langsamer Riickgang als Zunahme des Ruhepoientials 
in Erscheinung trat. Es kann aber auch sein, daft sich in manchen Fallen 
erst mit der Zeit ein geniigend dichter Verschlu& um die eingestochene 
Elektrode bildete. 

Durch elektrische Reize ausgeléste Aktionsstréme in Ringerlésung sind 
in den Abb. 1, 2 a—c, 4a, 5a und 7 a zu sehen. Sie machen einen mehr oder 
weniger grofen Teil des Ruhepotentials voriibergehend riickgingig. 

Die schwachsten iiberhaupt wirksamen Offnungsinduktionsstréme be- 
dingen nur einen geringfiigigen Riickgang des Ruhepotentials, ein so- 
genanntes lokales Potential, wie es die Abb. 1b und 2a zeigen. Diese lo- 
kalen Potentiale nehmen zunachst mit zunehmender Reizstarke kontinuier- 
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lich an Gréfe zu. Bald, etwa bei Erreichung der 1%- bis zweifachen 
Schwellenreizstarke, werden Aktionsstr6me von maximalem AusmaB aus- 
geldst. Die groBen lokalen Potentiale scheinen kontinuierlich in die Aktions- 
stréme iiberzugehen, nie 
habe ich gesehen, dafi sich 
ein Aktionsstrom auf ein 
lokales Potential aufsetzt, 
wie es von anderen Objek- 
ten bei schwachen Reizen 
bekannt ist. 

In sechs Versuchen vom 
August und September hat 
die Ausmessung’§ meiner 
Aufnahmen ergeben, da jaan 
eine Reizstarke, die einein- 
halb- bis zweimal so grof 
ist als die fiir lokale Poten- 
tiale notwendige, Aktions- 
stréme bedingt, die 79%, 
87%, zweimal 92% und 
zweimal 100% der Gipfel- 
héhe derjenigen Aktions- 
stréme erreichen, die bei 
einer weiteren Steigerung 
der Reizstarke auf das 
Zwei- bis Dreifache erhal- 
ten werden. Abb. 2b und ¢ 
zeigt einen solchen Fall. Da 
die durch die schwachen 
Reize ausgelésten Aktions- 
str6me kurz dauern, die 
durch die starken Reize 
ausgelésten lange dauern 
und meist ein Plateau ha- 
ben, so wiirden bei einer 
Korrektur der registrierten 
Aktionsstréme nur die durch 
schwache Reize ausgelésten 
um etwa 10% erhdht; ihre 
Gipfelhéhe diirfte also tat- 
sachlich 90—100% der durch 
starke Reize ausgeldsten 
Aktionsstré6me ausmachen. 
Im Dezember habe ich nur 
an drei Eizellen durch schwache Reize, die eineinhalb- bis zweimal so 
stark waren als die fiir lokale Potentiale erforderlichen, kurz dauernde 
Protoplasma, Bd. XLIII/4. 3] 
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Elektrometers :und eine Eichkurve von 50 mV. Unten Zeitmarken 10 sec. 
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Eierstockei von Rana esculenta, 16°C. In allen Teilfiguren erst Nullstellung des Elektrometers, dann 


Potential des Protoplasmas gegeniiber der Ringerlésung, dann Offnungsinduktionsschlag mit Reizstirke 1 in a, 
2 in b, 3,5 in c und 5 in d und e; in a kein Reizeffekt, in b lokales Potential, in c und d kurz dauernder Ak- 


tionsstrom, in e Aktionsstrom mit lang dauerndem Plateau; in a, b und e schlieflich wieder Nullstellung des 
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Aktionsstréme auslésen kénnen. Auf den Aufnahmen hatten sie 67, 68 
und 76% der Héhe der lang dauernden. Abb. 1c, d, e gibt ein Bei- 
spiel. Da die kurz dauernden Aktionsstréme im Dezember besonders steil 
verliefen, wiirden sie durch eine Korrektur der Kurven wahrscheinlich um 
etwa 20% erhdht, so daft ihre Gipfelhdhe tatsachlich etwa 80—90% der- 
jenigen der durch stirkere Reize ausgelésten, lang dauernden Aktions- 
stréme betragen diirfte. 

Die Reizstairke hat bei den Eierstockeiern in Ringerlésung einen sehr 
starken Einflu® auf die Form des Aktionsstroms. In den Versuchen vom 
August und September bedingten schwache Reize Aktionsstréme ohne 
Plateau von 35—20sec. Gesamtdauer, zwei- bis dreimal so starke Reize 
langer dauernde Aktionsstréme, oft mit einem Plateau von 10—30 sec. Dauer 
oder mit einem sehr langsamen Abfall; ihre Gesamtdauer betrug oft iiber 
60 sec. In Abb. 2b und ¢ sind von einer Eizelle ein kurz dauernder und ein 
lang dauernder Aktionsstrom mit Plateau abgebildet. Lang dauernde Ak- 
tionsstréme ohne Plateau zeigen die Abb. 4a und 5 a, einen lang dauernden 
mit angedeutetem Plateau zeigt Abb. 7 a. Im Dezember habe ich, trotzdem 
ich auch méglichst schwache Reize angewandt habe, nur an 3 von 10 Eizellen 
kurz dauernde Aktionsstréme auslésen kénnen. Abb. 1 zeigt einen solchen 
Fall. Die lang dauernden Aktionsstréme hatten im Dezember immer ein 
ausgeprigtes Plateau von etwa einer Minute Dauer und der Riickgang er- 
folgte langsam, im Laufe der nachsten Minuten. Abb. 1 c zeigt einen solchen 
Aktionsstrom bis zum Beginn des Riickganges. 

Das Ausmafi der Aktionsstréme in Millivolt und in Prozenten des 
Ruhepotentials ist in Tabelle 2 zu sehen. Durch eine Korrektur wiirde nur 
der zweite Wert, der vom August, um etwa 10% erhéht. Danach kann man 
sagen, da im August und September die Aktionsstréme ungefahr ein Aus- 
mafi von 15mV oder 70—75% des Ruhepotentials haben. Im Dezember 
sind die Werte bei starkerer Streuung etwa 13mV oder 60% des Ruhe- 
potentials. 


Tab. 3. Eierstockeier von Rana esculenta; Mittelwerte und mitt- 
lere Fehler und darunter die Extremwerte von Ruhepotential und 
Aktionsstrom; 24°C. 
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Der Einflu®B des AuBenmediums auf die 
Form des Aktionstroms 


Da vielfach dem NaCl eine wichtige Rolle beim 
Zustandekommen des Aktionsstroms zugeschrieben 
wird, habe ich zunachst in der Ringerlésung das 
NaCl durch isotonisches Cholinchlorid oder durch 
isotonische Glukose ersetzt. In einer gréferen An- 
zahl von Versuchen, deren Ergebnisse in Tabelle 3 
zusammengestellt sind, habe ich Aktionsstréme 
durch schwache Reize ausgelést. Der Unterschied 
zwischen dem Verhalten in Ringerlésung und dem 
in Cholinchlorid mit demselben KCI- und CaCl,- 
Zusatz ist sehr gering und: statistisch nicht ge- 
sichert, wahrscheinlich sind aber in Cholinchlorid 
die Aktionsstréme etwas kleiner, ohne da ihr 
zeitlicher Verlauf verandert ist. Bei Ersatz des 
NaCl der Ringerlésung durch Glukose ist das 
Ruhepotential vergréfert und der Aktionsstrom 
ist prozentual zu dieser Spannung und somit erst 
recht absolut vergréfert. Der Aktionsstrom ver- 
lauft auch rascher, und so wiirde bei einer Korrek- 
tur der Kurven der Unterschied noch vergréRert, 
indem der Aktionsstrom in der glukosehaliigen 
Lésung um etwa 20%, in den beiden anderen 
Lésungen in Tabelle 3 nur um etwa 10% zu ver- 
groRern wire. 

Besonders auffallig ist, daf bei Ersatz des 
NaCl in der Ringerlésung durch Glukose die 
Aktionsstréme auch bei den starksten Reizen gar 
nicht verlangert sind. Der Unterschied im Verhal- 
ten in der glukosehaltigen und in der gewohn- 
lichen Ringerlésung ist daher bei starken Reizen 
enorm. Abb. 2 zeigt diese Verhaltnisse, wobei die 
Reizstarke bei d in Glukose mit KCl- und CaCl.- 
Zusatz dreimal so hoch ist wie bei c in Ring- 
erlésung; dabei waren in Glukose alle in Ringer- 
lésung wirksamen Reizstaérken ebenfalls wirksam, 
ergaben aber alle dieselbe Dauer des Aktions- 
stroms wie in d und ebenso wirkte ein noch dop- 
pelt so starker Reiz wie der in d. Die Abhangig- 
keit der Gipfelhéhe des Aktionsstroms von der 
Reizstarke war in der glukosehaltigen Lésung ahn- 
lich wie in Ringerlésung, ein Reiz, der doppelt so 
stark war wie einer, der fiir ein lokales Potential 
ausreichte, bewirkte schon einen maximalen 
Aktionsstrom. 
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lukose, 0,015% KCl, 0,015% CaCl. Reizstiirke in a 1, in b 1,5, in c 3, in d 9. Zeitmarken 10 sec. 
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der Aufenlésung mit einer Eichung von 50 mV, unten Zeitmarken 10sec. Aufenlésung in a—c 0,65% NaCl, 0,015% KCl, 0,015% CaCl, 
in d 4% C€ 





«» Abb. 2. Eierstockei von Rana esculenta, 28. 8.53, 23°C. Oben Nullinie, unterbrochen, Mitte Potential des Protoplasmas gegeniiber 
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Die folgenden Versuche mit Lésungen von Glukose mit verschiedenen 
Salzzusitzen zeigen, da ein Mangel einwertiger Ionen bzw. ein Uber- 
wiegen der Ca-Ionen, die auch bei starken Reizen kurzdauernde Aktions- 
stréme bedingt; Tabelle 4. 
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Abb. 3. Eierstockei von Rana esculenta, 15.8.53, 26°C. Oben, strichliert, Null- 

linie, Mitte Potential des Protoplasmas gegeniiber der Aufenlésung, unten Zeit- 

marken 10sec. Auftenlésung in a Ringerlésung, in b 5 Teile isotonische Glukose 

und 5 Teile isotonisches NaCl, in c 8 Teile Glukose und 2 Teile NaCl, in d 9 Teile 

Glukose und i Teil NaCl, in e Glukose, in f 8 Teile Glukose und 2 Teile NaCl, 
in g 7 Teile Glukose, 2 Teile NaCl und 1 Teil CaCle und in h NaCl. 





In einigen wenigen Versuchen habe ich isotonische Lésungen von blofer 
Glukose oder einzelnen Salzen und Mischungen dieser Lésungen angewandt 
und dabei schwach gereizt. Es zeigte sich, daft? Glukose ohne Salzzusatz 








Tabelle 4, 
10 Teile Lésung bestehen aus den | | 
angegebenen Teilen der isotonischen | Aktionsstromform bei starken | Anzahl 
Lésungen von | Reizen verglichen mit der in | der 
| in- Ringerlésun Befunde 
Glukose| NaCl CaCl, | KCl chlorid| ' . | 
| 10 lang 7 
5 | 5 lang, unverandert, kurz 2,5, 1 
21 =f kurz 1 
9 1 , : ; kurz 1 
eo - 2 - lang, lang mit Anfangszacke 5, 5 
ee : : kurz 1 
6 ‘ 4 é : kurz 1 
8 | : = : ; kurz 4 
C5: -|- = 0,5 ; ; kurz 2 
wea eae 0,5 ; : lang 1 
5 4 1 : ; kurz 1 
5 3 2 kurz 4 
cl) oe 2 : é kurz, etwas verkiirzt 4,1 
e : 10 lang, unverandert rep 
2 ; 8 kurz - 
0,5 ; 9,5 kurz 1 
0,2 9,8 lang 


das Ruhepotential zunachst kaum verindert und bei langerer Einwirkung 
herabsetzt, wie das ein Vergleich von Abb. 3a und e zeigt. Wenn der 
Glukoselésung isotonische Salzlésungen beigemischt werden, so nimmt das 
Ruhepotential zuniachst zu. Bei KCI ist das Optimum fiir das Ruhepotential 
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etwa 9 Teile isotonische Glukose und 1 Teil isotonisches KC], bei 2 und 
bei 4 Teilen KCl auf 10 Teile nimmt das Ruhepotential wieder ab und 
wird bei blo&em KCl sehr gering. Fiir den Aktionsstrom ist ein noch ge- 
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Abb. 4. Eierstockei von Rana esculenta, 1.9.53, 26°C. Oben Nullinie, unterbrochen, 

Mitte Potential des Protoplasmas gegeniiber der Aufenlésung mit je einer Eichung 

von 50 mV, unten Zeitmarken 10sec. Aufenmedium in a Ringerlésung, in b 2 Teile 
isotonisches KCl und 8 Teile isotonische Glukose. Starke Reize. 
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Abb. 5. Eierstockei von Rana esculenta, 10.9.53, 25°C. Oben Nullinie, unter- 

brochen, Mitte Potential des Protoplasmas gegeniiber der Aufenlésung mit je 

einer EKichkurve von 50mV, unten Zeitmarken 10sec. Aufenlésung in a Ringer- 

lésung, in b 5 Teile isotonisches NaCl und 5 Teile Glukose, in c 4 Teile NaCl. 

1 Teil CaCl. und 5 Teile Glukose, in d 5 Teile NaCl und 5 Teile Glukose. Alle 
Reize gleich und stark. 





Abb. 6. Eierstockei von Rana esculenta, 22.9.53, 20°C. Zu Beginn und zu Ende 

jeder Figur Nullstellung des Elektrometers, dazwischen Potential des Protoplasmas 

gegeniiber der Auftenlésung mit Aktionsstrom, durch einen immer gleich starken 

Reiz ausgelést und mit Eichung von 50 mV. Aufenlésung in a und c 5 Teile NaCl 

und 5 Teile Glukose, in b 5 Teile NaCl, 1 Teil CaCl, und 4 Teile Glukose. Unten 
Zeitmarken 10 sec. 


ringerer KCl-Anteil optimal. Von NaCl wirken 2 Teile mit 8 Teilen Glu- 
kose, Abb. 3c und f, und 5 Teile NaCl mit 3 Teilen Glukose, Abb. 3b, 
optimal. Bei CaCl, wirken 2 Teile mit 8 Teilen Glukose optimal, die CaCl.- 








zu Ende jeder Teilfigur Nullstellung des Elektrometers, 


Eierstockei von Rana esculenta, 19. 9.53, 22°C. Zu Beginn und 


be 


Abb. 
dazwischen Potential des Protoplasmas 


durch einen immer gleichen, starken 


gegeniiber der Aufenliésung mit Aktionsstrom, 


, in c 8 Teile Cholinchlorid und 


a Ringerlésung, in b Cholinchlorid 


2 Teile CaCle. Unten Zeitmarken 10 sec. 


und Eichung von 50mV. Aufenlésung in 


Reiz ausgelést, 
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‘Wirkung ist im ganzen Konzentrationsbe- 


reich gleichmafiger und bei hohen Konzen- 
trationen nicht so nachteilig wie die von KCl. 
Beimengungen von 1 Teil CaCl, zu Mischun- 
gen von KCI und Glukose oder zu 2 Teilen 
NaCl und 7 Teilen Glukose, Abb. 3g, ver- 
ringern das Ruhepotential, aber nicht den 
Aktionsstrom, und sie bedingen vor allem 
einen rascheren Ablauf des Aktionsstroms. 

In einer Anzahl von Versuchen, die in 
Tabelle 4 zusammengesiellt sind, habe ich 
den Einfllu@ der Zusammensetzung des 
Auffenmediums auf die Dauer der durch 
starke Reize ausgelésten Aktionsstréme 
untersucht. Man sieht, da lang dauernde 
Aktionsstréme nur dann auftreten, wenn das 
umgebende Medium kein oder nur wenig 
CaCl, und eine geringe Menge KCl oder 
eine gréfere Menge NaCl oder Cholinchlorid 
enthalt. Abb. 4 zeigt in a einen Aktionsstrom 
in Ringerlésung, in b einen bei derselben 
Reizstirke in einer Mischung von 2 Teilen 
isotonischer KC]-Lésung und 8 Teilen isoto- 
nischer Glukoselésung. Der Aktionsstrom in 
Abb. 4b hat einen starker gedehnten Ver- 
lauf als der in Ringerlésung und eine kleine 
Anfangszacke, wie sie in dieser Mischung 
von KCI und Glukose oft zu beobachten ist 
und die auch in einer Mischung von 5 Teilen 
NaCl und 5 Teilen Glukose vorkommt, wie 
das Abb. 5b und 6a zeigen. 

Aus der Tabelle 4 ersieht man auch, da 
schon geringe Beimischungen von isotonischer 
CaCl,-Lésung zu NaCl-Glukose-Mischungen 
die sonst langen Aktionsstréme stark ver- 
kiirzen. Abb. 5 zeigt bei immer gleicher Reiz- 
stiirke in a einen Aktionsstrom in Ringer- 
lésung, in b einen dhnlich gedehnten in 
5 Teilen NaCl und 5 Teilen Glukose, in ¢ 
einen wesentlich kiirzeren in 4 Teilen NaCl. 
1 Teil CaCl, und 5 Teilen Glukose; in d be- 
fand sich die Eizelle wieder in 5 Teilen 
NaCl und 5 Teilen Glukose, der Aktions- 
strom ist aber noch fast ebenso kurz wie in c: 
dies zeigt die lange Nachwirkung des CaCl,- 
Zusatzes in c, die in den meisten Versuchen 
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zu beobachten war. Ein Wiederauftreten gedehnter Aktionsstréme war am 
leichtesten durch reine isotonische NaCl-Lésung zu erreichen. Abb. 6 zeigt bei 
immer gleicher Reizstirke in a einen gedehnten Aktionsstrom in 3 Teilen 
NaCl und 5 Teilen Glukose, in b einen viel kiirzeren in 5 Teilen NaCl. 
1 Teil CaCl, und 4 Teilen Glukose, in c einen in 3 Teilen NaCl und 
5 Teilen Glukose, der noch fast ebenso kurz ist wie der in b, als Nach- 
wirkung des CaCl,. Abb. 7 zeigt Aktionsstréme bei immer gleich starken 
Reizen, in a in Ringerlésung, in b in Cholinchlorid mit langerem Plateau 
und starker gedehnt als in Ringerlésung und in ¢ in 8 Teilen Cholin- 
chlorid mit 2 Teilen CaCl,, gegen den in bloBem Cholinchlorid stark 
verkiirzt. 

Langgedehnte Aktionsstréme bei starken Reizen werden also durch die 
einwertigen Ionen von K, Na oder Cholin erméglicht, die zweiwertigen 
Ca-Ionen wirken antagonistisch und verkiirzen die Aktionsstréme. 


Besprechung der Ergebnisse 


Das Protoplasma der Eierstockeier von Rana esculenta ist nach meinen 
Versuchen etwa 23mV negativ gegeniiber der umgebenden Ringerlésung. 
Bei Skelettmuskelfasern und bei Herzmuskelfasern von Wirbeltieren ist 
diese Spannung etwa — 90 mV, wie Tabelle 1 bei Hodgkin [7] zeigt, und 
bei Nervenfasern ist sie —-70mV, wie aus Tabelle 1 bei Hodgkin [7| 
und aus der Untersuchung von Woodbury [19] hervorgeht. 


Nach der Membrantheorie von Bernstein |1] ware anzunehmen, dal 
die Spannung zwischen Protoplasma und Aufenmedium durch eine selek- 
tiv kationenpermeable Plasmagrenzschichte bedingt ist, die Kalium und 
vielleicht auch andere Kationen hindurchireten lat, die Anionen des Zell- 
inneren aber nicht. Dieser Auffassung widersprechen folgende Befunde 
an den Eierstockeiern. Das Ruhepotential nimmt bei Ersatz der Ringer- 
lésung durch reine Glukose nicht zu, sondern sogar etwas ab und es ist in 
einer Mischung von 2 Teilen isotonischer KCl-Lésung und 8 Teilen isotoni- 
scher Glukoselésung héher als in blofer isotonischer Glukoselésung. Ob- 
zwar man demnach nicht annehmen kann, da die Spannung zwischen 
Protoplasma und Aufenmedium ein Membranpotential nach der Auf- 
fassung von Bernstein ist, habe ich doch den Eindruck, daft diese Span- 
nung, obzwar sie auf eine andere Art zustande kommt, doch bei den ver- 
schiedenen Objekten ungefahr den Betrag hat, den eine selektiv kationen- 
permeable Membran unter biologischen Bedingungen, d. h. bei normalem 
AuRenmedium, ergeben wiirde. ' 

Bei allen bisher von mir [12, 14, 15, 17] untersuchten Zellen von Siif- 
wasserpflanzen mit stark turgorgespannten Zellulosewinden und wahr- 
scheinlich hohem Salziiberschuf im Protoplasma ist das Potential des Proto- 
plasmas —90 bis —180mV gegeniiber dem umgebenden sehr salzarmen 
Wasser. Demgegeniiber ist bei den Eierstockeiern mit ihrem geringen 
Ruhepotential von —23mV das normale Medium salzreich und auch bis 
zu einem gewissen Grad kaliumhiltig. Dasselbe gilt fiir die Meeresalge 
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Valonia macrophysa, bei der ich [16] das Protoplasma — 20 bis — 50 mV 
gegeniiber dem Seewasser fand. Bei den nackten Plasmodien der Myx- 
omyceten diirfte der Salzgehalt im Inneren nur gering sein, und Dian- 
nelidis und Umrath [2] haben fiir ruhendes Plasma von Physarum 3 
polycephalum —37mV gefunden, fiir kriechendes auf Agarnahrboden 
— 26mV, auf Glas —69mV. Das etwas héhere Ruhepotential der Muskeln 
und Nerven diirfte eine Anpassung an die Erregungsleitung darstellen. 





Die Dauer der Aktionsstréme ist bei den Eierstockeiern viel gréfer als 
bei den tierischen Nerven und Muskeln, aber ihnlich wie bei den bisher 
untersuchten Pflanzenzellen. Die lang dauernden Aktionsstréme der Eier- 
stockeier mit Plateau aihneln denen des Myxomyceten Physarum in man- 
cher Beziehung. 


Die lokalen Potentiale der Eierstockeier gehen mit zunehmender Reiz- 
starke kontinuierlich in Aktionsstréme iiber. Nie habe ich beobachtet, daf 
sich ein Aktionsstrom auf ein lokales Potential aufsetzt, wie das bei an- 
deren Objekten allgemein bekannt ist. Ich glaube nicht, daft dieser Unter- 
schied damit zusammenhiangt, daft bei den meisten untersuchten Objekten 
das lokale Potential drtlich beschrinkt bleibt, wihrend sich der Aktions- 
strom weithin ausbreitet. Die ersten lokalen Potentiale wurden namlich von 
mir [14] an Nitella mucronata, auch bei Ableitung mit einer in die Zelle 
eingestochenen Mikroelektrode, beobachtet. Ich habe damals die Bezeich- 
nung ,,Latenzvorgang gebraucht, weil das lokale Potential bei Nitella bei 
wenig iiberschwelligen Reizen Ausdruck eines Vorgangs ist, der zum Teil 
in die Latenzzeit zwischen Reiz und Aktionsstrom fallt. Wenn in eine in 
Wasser liegende Nitella-Internodialzelle zwei Elektroden 1—2cm_ von- 
einander entfernt eingestochen sind, so werden doch lokale Potentiale und 
Aktionsstréme von beiden gleichzeitig und in nahezu gleichem Ausmaf regi- 
striert {14, Fig. 1 und 2]. Der hohe Widerstand der Zellgrenzflache und die 
demgegeniiber geringen Widerstinde im Zellinneren und im Auftenmedium 
bedingen es offenbar, daf sich auch das ,.lokale Potential“ mit iiberall fast 
gleicher Gipfelhéhe iiber die ganze Zelle ausbreitet. Bei wenig iiber- 
schwelligen Reizen setzt sid. bei diesen Nitella-Zellen der Aktionsstrom 
ebenso auf das lokale Potential auf [14, Fig. 1 a]. wie das seither vielfach 
bei Nervenfasern und Ganglienzellen beobachtet wurde. 


Ich stelle mir vor, da& ein lokales Potential dadurch zustande kommt, 
daft schwache Reize nur einen Teil derjenigen reaktionsfahigen Molekeln 
aktivieren, deren Gesamtreaktion den Erregungsvorgang mit Aktionsstrom 
ergibt. In allen Fallen, in denen sich von einer gewissen Reizstarke an auf 
das lokale Potential ein Aktionsstrom aufsetzt, liegen die Verhialinisse 
offenbar so, daft schon die Aktivierung eines gewissen Teils der reaktions- 
fahigen Molekeln imstande ist, von sich aus den Erregungsvorgang mit 
Aktionstrom auszulésen. Bei den Eierstockeiern tritt diese Auslésung offen- 
bar, wenn iiberhaupt, erst dann ein, wenn die Reizstirke so grof ist, daB 
das lokale Potential schon nahezu das volle Ausmaf des Aktionsstroms hat. 
Daher kommt bei den Eierstockeiern der kontinuierliche Ubergang von den 
grofen lokalen Potentialen zu den Aktionsstrémen. 
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Die Aktionsstréme der Eierstockeier haben eine Besonderheit, die we- 
nigstens in demselben Maffe von anderen Objekten nicht bekannt ist. Wenn 
sich die Eier in Ringerlésung oder in einer ahnlich Na-reichen und Ca- 
armen Lésung befinden, so bewirken schwache Reize kurz dauernde Ak- 
tionsstréme, starke Reize lang dauernde, oft mit Plateau. In Na-armen und 
in Ca-reichen Lésungen bewirken alle Reize nur kurze Aktionsstréme. 
Ein allerdings von der Reizstirke unabhangiges Plateau des Aktions- 
stroms ist auch von Herzmuskelfasern bekannt. Durch eine Untersuchung 
von Draper und Weidmann (|3| wissen wir, daf bei Herzmuskelfasern 
von Saugetieren Na-arme Lésungen die Dauer des Plateaus und die des 
gesamten Aktionsstroms verkiirzen, Na-reiche Lésungen sie verlangern. 
Es besteht also hierin eine Ahnlichkeit im Verhalten der Herzmuskelfasern 
mit dem der Eierstockeier bei starken Reizen. 

Nach den Untersuchungen von Draper und Weidmann [3] hat der 
Aktionsstrom der Herzmuskelfasern der Saugetiere zu Beginn einen 
Spitzenteil, wahrend dem das Potential des Zellinneren umgekehrt ist. 
An den Spitzenteil schlie®t das Plateau an, waihrend dem das Potential des 
Zellinneren nur sehr gering ist. Na-arme Lésungen reduzieren auch den 
Spitzenteil des Aktionsstroms stark. Bei den Skelettmuskelfasern der Wir- 
beltiere und bei Nerven scheint eine Potentialumkehr wahrend des Ak- 
tionsstroms die Regel zu sein. In vielen dieser Fille ist nachgewiesen, daft 
das Ausmaf} der Potentialumkehr sehr stark von der Na-Konzentration ab- 
hangt, so von Hodgkin und Katz [8] fiir Riesennervenfasern, von Lo- 
ligo, von Huxley und Stampfli [10] fiir markhaltige Nervenfasern 
vom Frosch, von Nastuk und Hodgkin [11] fiir Skelettmuskelfasern 
vom Frosch. 

An Objekten ohne Potentialumkehr wahrend des Aktionsstroms wurde 
noch kein erheblicher Einflu& der Na-Ionen auf das Ausmaf des Aktions- 
stroms festgestellt. Bei Nitella mucronata habe ich [18] gefunden, daf 
NaCl im Aufenmedium den Aktionsstrom etwas weniger reduziert als das 
Ruhepotential, relativ zum Ruhepotential wird der Aktionsstrom also ver- 
grofert, aber nur unbedeutend. An den Eierstockeiern von Rana war ein 
solcher Effekt nicht zu beobachten. 

Soweit in den oben zitierten Arbeiten iiber den Einflu® der Na-Ionen 
auf die Aktionsstréme mit Potentialumkehr auch Cholinchlorid unter- 
sucht wurde, haben sie ergeben, da dieses das NaCl nicht ersetzen kann. 
Hingegen haben Fatt und Katz [4] fiir Muskelfasern von Krabben ge- 
zeigt, da ihr Aktionsstrom und ihre Erregungsleitung bei Ersatz des Na- 
triums durch Cholin oder Tetraathylammonium sogar verbessert werden, 
aber ein Ersatz des Natriumchlorids durch Zucker vernichtet auch hier den 
Aktionsstrom. Spater haben Fatt und Katz [5] gefunden, daft die Wir- 
kung von Tetraithylammonium irreversibel ist, und sie glauben daher, da 
es eine Verainderung der Zellgrenzflache bewirkt und nicht etwa als Kation 
wiahrend des Aktionsstroms positive Ladung in das Zellinnere tragt. 

Wir haben hier wieder Beziehungen zu den Befunden an den Eier- 
stockeiern. Erstens wirkt an ihnen Cholin ahnlich wie Na. Zweitens ist 
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auch bei den Eierstockeiern durch die langen Nachwirkungen der Ca-Ionen 
ersichtlich, dai die Ionen nicht durch ihre Anwesenheit im Aufenmedium 
und vielleicht durch einen Transport von Ladung wahrend des Aktions- 
stroms aus dem Aufenmedium in das Zellinnere wirken, sondern durch 
eine Veranderung an der Zellmembran, die lange nachwirkt und meist erst 
durch ein gréReres Ubermafi der anderen lonenart aufgehoben werden 
kann. 

Die Befunde iiber die Potentialumkehr wahrend des Aktionsstroms bei 
Nerven und Muskeln und iiber ihre Abhangigkeit von der Na-Konzentra- 
tion haben Hodgkin und Huxley [9] zur Ausarbeitung einer Theorie 
veranlaftt, die sehr viel erklart, aber, wie die Autoren selbst zugeben, in 
ihren Grundannahmen noch wenig gesichert ist. Sie stellen sich vor, daft 
wahrend des ansteigenden Teils des Aktionsstroms, durch eine Erhéhung 
der Permeabilitat fiir Na, dieses in die Zelle eindringt und da wahrend 
des Riickgangs des Aktionsstroms, bei erhéhter Permeabilitat fiir K, dieses 
aus der Zelle austritt. 

Analoge Vorstellungen sind aus folgenden Griinden fiir die Eierstock- 
eier nicht méglich. Erstens ist der durch hohe Na-Konzentrationen erreich- 
bare Effekt auch durch geringe K-Konzentrationen bei Isotonie durch 
Glukosebeimischung erreichbar. Zweitens wirkt in bezug auf die Form des 
Aktionsstroms das zweiwertige Ca-Ion als Antagonist zu den einwertigen 
K-, Na- und Cholin-Ionen. Solche antagonistische Wirkungen dieser Ionen 
sind auch sonst bekannt und z. B. in dem Buch von Hiéber [6] besprochen. 


Zusammenfassung 


Das Protoplasma der Eierstockeier von Rana esculenta ist etwa 23 mV 
negativ gegeniiber Ringerlésung als AuRenmedium. 

Der Aktionsstrom hat ein Ausmafi von etwa 15 mV. 

In Ringerlésung und ahnlich Na-reichen und Ca-armen Lésungen be- 
wirken schwache Reize kurz dauernde, starke Reize lang dauernde Aktions- 
stréme, oft mit Plateau. Na-arme und Ca-reiche Lésungen bedingen kiir- 
zere, in ihrer Dauer von der Reizstarke unabhiangige Aktionsstréme. 

Eine Aufenlésung von */; isotonischer KCl-Lésung und */, isotonischer 
Glukoselésung oder eine von Cholinchlorid bewirkt ahnlich wie Natrium- 
chlorid lang dauernde Aktionsstréme bei starken Reizen. 

Die den K-, Na- und Cholinionen antagonistischen Ca-lonen wirken 
lange nach. 
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1. Einleitung 


Die Leukoplasten in den Epidermiszellen der Blatter unserer 
heimischen Erdorchideen sind ausgesprochene Demonstrationsobjekte dieser 
Art von Plastiden: zumeist relativ grofte, rundliche, aber auch, wie bei 
Hammarbya paludosa (L.) O. Kuntze, spindelférmige, mehr oder minder 
zarte Gebilde, die im lebhaft strémenden Cytoplasma ihr Formverande- 
rungsvermégen oft erkennen lassen. Insbesondere in Plasmastriaingen, die 
die Vakuole durchziehen, nehmen sie oft ellipsoidische, kahnférmige, ja 
zuweilen sogar fadenférmige Gestalt an und zeigen auch, wie Gicklhorn 
(1931) erstmalig bei Orchis strictifolia Opiz (= O. latifolia L.) beschrieben 
hat, bei bestimmter Behandlung (Plasmolyse) eine staunenswerie amédboide 
Beweglichkeit. 

Diese Plastiden der Blattepidermen sind trotz ihrer Zartheit sehr 
dauerhafte Gebilde; sie sind ‘sowohl in jungen als auch in alternden 
Blattern immer zu finden und scheinen nur kaum merklich zu degenerieren. 
Die Plastiden der Epidermiszellen in den verschiedenen Teilen der Bliiten- 
region hingegen diirften ganz allgemein labiler und einem mehr oder 
minder starken und raschen Zerfalle preisgegeben sein. 

Nach einer Analyse des Plastidenzerfalles in den Epidermiszellen des 
Perianthes von Platanthera bifolia (L.) L. C. Rich. (Germ 1947) wurden 
auch bei verschiedenen anderen heimischen Orchideen ahnliche noch nicht 
mitgeteilte Erscheinungen wie bei Platanthera beobachtet: In verschiedenen 
Teilen der Bliite, insbesondere in den Epidermiszellen des Labellums und 
in den Randzonen der Tepalen, finden sich im noch jugendlichen Zustande 
dieser Blatter plastidenartige, nicht tingierte Gebilde (Leukoplasten) zu- 
meist in groBer Anzahl, die sehr bald verschwinden: sie lésen sich scheinbar 
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im Cytoplasma auf, wodurch feinnetzige und schaumige Plasmakonfigura- 
tionen entstehen, die spater einem gréberen fadignetzigen Plasmagewebe 
weichen. 

Geitler (1948) hat diese ,,plastidenahnlichen Inhaltskérper™, wie ich 
mich in meiner induktiv-beschreibenden Arbeit ausdriickte, mit den von 
ihm entdeckten Halbhantelkérpern bei der Diatomee Synedra ulna ver- 
glichen. .,Wie fiir diese ist anzunehmen, daft die HHK aus Lipoiden und 
einem schwiachlich entwickelten Proteingeriist bestehen“ (S. 355). Dieser 
Vergleich ist sehr zutreffend, womit freilich die Plastidennatur, besser die 
Identitaét der bei Platanthera beschriebenen Inhaltskérper mit den farb- 
losen Plastiden in den Epidermiszellen anderer Organe dieser Pflanze nicht 
in Zweifel gezogen werden soll. 

Bei Platanthera bifolia erfolgt gleichzeitig mit dem Zerfall der Plastiden 
die intensive Duftentwicklung der Bliite. Der ursachliche Zusammenhang 





Abb. 1. Links: Epidermiszellen von der Oberseite des mittleren Labellumlappens 
einer Bliitenknospe von Gymnadenia conopea. Die Zellen sind von sehr zarten, 
um den Zellkern systrophierten Plastiden erfiillt. — Rechts: Epidermiszellen wie 
oben von einer geéffneten Bliite. Die Plastiden sind bis auf wenige Rest- 
stiicke vollkommen verschwunden. Von siamtlichen Perianthblattern duftet bei 
G. conopea das Labellum am intensivsten. Der vollkommene Plastidenzerfall ist 
an diesem Perianthblatt am schénsten zu beobachten. Ganz abnliche Verhiltnisse 
liegen bei G. odoratissima vor. 


von Plastidenzerfall und Duftentwicklung ist nicht von der Hand zu 
weisen. Ahnliche Verhaltnisse scheinen nach meinen bisherigen Erfah- 
rungen vor allem in den Bliiten von Gymnadenia conopea (L.) R. Br. und 
G. odoratissima (L.) L. C. Rich. sowie Nigritella nigra (L.) Rehb. und 
N. rubra (Weittst.) Richt. vorzuliegen (vgl. hiezu Abb. 1-—3 und Text- 
erklirung). Bei anderen heimischen Orchideen finden sich Ubergange 
zwischen zerfallenden und nicht zerfallenden Epidermisplastiden und 
andere wie Hammarbya paludosa O. Kuntze besitzen auch in den Epi- 
dermiszellen simtlicher Perianthblatter Plastiden, die offenbar zeitlebens 
keine Veriinderung zeigen. 
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Wiahrend bei etlichen untersuchten Orchideen-Gattungen und -Arten 
immer Analogien zum schon beschriebenen Vorgang bei Platanthera ge- 
funden wurden, fallt der Vorgang des Plastidenzerfalles in bestimmten 
Zellen der Pflanzen bei den naher untersuchten drei heimischen Cephalan- 
thera-Arten [C. rubra (L.) L. C. Rich, C. Damasonium (Mill.) Druce 





Abb. 2. Eine Labellumepidermiszelle Abb. 3. Epidermiszellen von der Oberseite 
von Gymnadenia conopea unmittel- des Labellumrandes nahe der Spitze einer 
bar nach dem Zerfall der Plastiden; Bliitenknospe von Nigritella nigra. Die 
Kerne sind hier gréfer gegeniiber denen in 
der Mitte und auf dem Grunde des La- 


pra a eRe ir ; bellums; die Zellen zeigen farblose Pla- 
Wabenzelle ist lipoidreicher als die stiden in Systrophe. — Unten: Zellen wie 


Grenzflachen, wie es die Detailzeich-  yorher einer geéffneten Bliite. Die Plastiden 
nung einer Wabe zeigt (dunkel sind verschwunden. Ganz adhnliche Ver- 
= lipoidreicher Anteil). haltnisse liegen bei N. rubra vor. 


es ist eine schaumige Plasmakon- 
figuration entstanden; das Innere der 


(=C. pallens |Sw.] L. C. Rich.) und C. longifolia (Huds.) Fritsch] durch 
die auffalligen Zerfallsprodukte so sehr aus dem Rahmen, daf er einer 
gesonderten Beschreibung wert erscheint. 

Die drei genannten Arten wurden in den Jahren 1948—1952 beobachtet. 
Die zur Verfiigung stehenden Pflanzen stammten hauptsachlich aus der 
Umgebung von Wien (siid]l. Wienerwald), aus Lunz und auch aus anderen 
Landschaften Osterreichs, wie z. B. dem Gebiete der Hohen Tauern (Glock- 


nerberge). 


2. Lipoidballen in den Epidermiszellen der Bliitenregion 


Flachenschnitte aus dem oberen Teil des Bliitenstengels von Cephalan- 
thera longifolia zeigen in den Epidermiszellen Bilder, die eine auferordent- 
liche Ahnlichkeit mit Zellen der Wurzeln von mykophagen Orchideen auf- 
weisen: In den mehr oder minder langgestreckten Zellen findet sich immer 
ein verhaltnismaRig grofter Zellkern, dem ein in der Gréfe etwas 
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kleinerer, oft auch ungefihr gleich grofter, bei gewéhnlicher_mikro- 
skopischer Betrachtung meist wesentlich dunklerer, stark strukturierter, 
rundlicher, oft auch locheriger Ballen angelagert ist (Abb. 4). Insbesondere 
durch Plasmolyse gelingt leicht der Nachweis, daft dieser Kérper nicht in 
der Vakuole liegt, sondern in das Cytoplasma eingebettet ist. Eine Durch- 
sicht verschiedener Praparate von verschiedenen Pflanzen ahnlicher Ent- 
wicklungsstadien, und zwar knapp vor, wahrend und unmittelbar nach dem 
Bliihen, zeigt die Mannigfaltigkeit in der Ausbildung, Gréfe und Licht- 





Abb. 4. Epidermis-Flachenansicht vom oberen Teile des Stengels (Bliitenregion) 
einer bliihenden Pflanze von Cephalanthera longifolia. Diese Zellen zeigen die 
typischen Lipoidballen. 


brechung dieser KGrper. Stellt das eben beschriebene Bild auch den hau- 
figsten Typus dar, so finden wir 6fter auch Zellen, in denen sich nicht ein, 
sondern mehrere Klumpen finden, die dann freilich immer kleiner sind. 
Die Lichtbrechung der Klumpen kann dem Zellkerne gleichen, so da bei 
fliichtiger Betrachtung Zellkern und Klumpen sehr ahnlich aussehen, sie 
kann aber auch mit allen Ubergangen wesentlich starker sein; die Klumpen 
sehen dann grau bis schwarz aus, wobei sich fast immer noch ein brauner 
Farbton beimischt. Am typischesten finden wir die Klumpen in 
vollerbliihten oder abbliihenden Pflanzen. 

Eine Priifung der verschiedenen Organe und Organteile der drei ge- 
nannten Cephalanthera-Arten ergab, da neben den Epidermiszellen des 
oberen Teiles des Bliitenstengels bei C. longifolia, bei den einzelnen Arten 
vor allem die Epidermiszellen der aufferen und inneren Fruchtknoten- 
wand und besonders schon bei C. longifolia und C. Damasonium die Epi- 
dermiszellen des Gynostemiums diese Klumpen zeigen. Die Erscheinung ist 
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nicht scharf an diese Organe und Teile der Pflanzen gebunden, sondern sie 
greift auch auf die Epidermiszellen der unmittelbar angrenzenden an- 
deren Teile bzw. Organe iiber. Zellen, welche diese Klumpen besitzen, 
weisen niemals Plastiden oder neben dem Zellkern andere wesentliche In- 
haltskérper der Zelle auf. Das Cytoplasma zeigt nur eine geringe Licht- 
brechung, es erscheint fast glasig durchsichtig, seltener ist es leicht triib und 
groéRere Mikrosomen sind fast nie vorhanden. In jiingeren Zellen ist oft 
eine intensive Plasmastrangbildung (Plasmaraumgitter) zu_be- 
obachten. — Einen Groftteil der Beobachtungen habe ich an Epidermis- 
zellen des Gynostemiums gemacht, bei dem die etwas schwierigere Pra- 
paration durch die Klarheit der Bilder ohne Stérung durch darunterliegende, 
Chloroplasten fiihrende Parenchymzellen wettgemacht wird. 

Epidermiszellen mit Klumpen finden sich, wie erwahnt, vor allem an dem 
oberen Teile des Bliitenstengels, am Gynostemium und am Fruchtknoten. 
Die Epidermiszellen der Blatter unc unteren Stengelteile besitzen normale 
Plastiden. Die Epidermiszellen der Bliitenblatter hingegen lehnen sich 
dem Platanthera-Typus an: Die Zellkerne sind besonders grof, das Plasma 
zeigt ein ziemlich ,.gewohnliches~ Bild (wenig Faden), Plastiden finden sich 
kaum; an ihrer Stelle finden sich Degenerationsprodukte von Plastiden, oft 
stirker lichtbrechende, leicht griinlich schimmernde Gebilde von meist un- 
regelmaftiger Form. Sie sind immer wesentlich kleiner als sonst die Leuko- 
plasten von Cephalanthera. 

Bei der Frage nach der Herkunft der Klumpen in den verschiedenen 
Epidermiszellen lag die Vermutung nahe, daf sich die Klumpen von den zu- 
sammengeballten Degenerationsprodukten der Leukoplasten ableiten lassen. 
Dem vermuteten Ursprung und dem Aussehen der Klumpen entsprechend 
miissen diese in erster Linie von fettahnlicher, lipoider Natur sein. 
Der Nachweis ist leicht zu fiihren: Mit Sudan III geben die Ballen starke 
Rotfarbung, desgleichen starke Speicherung von Chrysoidin, Verseifung mit 
KOH, Anreicherung von Rhodamin B. u. dgl.m. Wenn die Klumpen daher 
als Lipoidballen bezeichnet werden, so entspringt die Bezeichnung 
einer rein deskriptiven Tendenz nach dem auffalligsten chemischen Be- 
standteil. 

Untersucht man die beschriebenen Organe viele Wochen nach dem 
Verbliihen, so ist von den ehedem so auffalligen Lipoidballen keine Spur 
mehr zu finden. Die Zellen sind ,,leer“. Auer dem Kern und wenigen 
Plasmafaden enthalten sie keine auffilligen Inhaltskérper. 


3. Die Entstehung der Lipoidballen 


Um die Entstehung der Lipoidballen zu studieren, sind zwei Wege még- 
lich: entweder den Verlauf dadurch zu erfassen, da nebeneinander ver- 
schieden alte Zellen vom embryonalen Stadium angefangen studiert wer- 
den, oder daf{ man an ein und derselben Pflanze vor allem jene Organ- 
teile untersucht, die den Ubergang von Zellen mit normalen Plastiden zu 
solchen mit Lipoidballen vermitteln. Beide Wege fiihrten bei meinen 
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Untersuchungen zu dem gleichen Ergebnis der Erklarung. Fiir den ersten 
Weg eignet sich am besten das Gynostemium winziger Bliitenknospen, 
fiir den zweiten Weg der Bliitenstengel ganz junger Pflanzen. Ein Grof- 
teil der im folgenden mitgeteilten Beobachtungen wurde an Cephalanthera 
longifolia gemacht, die mir in nachster Niihe meines am siidlichen Stadt- 
rande Wiens gelegenen Heimes zur Verfiigung stand; orientierende Durch- 
sichten ergaben die Gleichartigkeit der Vorgange bei C. Damasonium. 


Stellt man von sehr jungen Gynostemien Epidermis-Flachen- 
schnitte her — ein Arbeiten mit der Lupe ist dabei schwer zu umgehen —., 
so ergibt sich mikroskopisch folgendes Bild: Polygonale Zellen mit einem 
relativ grofen Zellkern, der die Zellen weitgehend ausfiillt; der restliche 
Zellraum ist von Cytoplasma ausgekleidet, in welchem die zarten Um- 
risse von Plastiden vor allem mit einer Phasenkontrasteinrichtung eben 
noch zu erkennen sind. 


Gelingt es, ein etwas spateres Entwicklungsstadium zu erfassen, so 
sieht man in den nun gréferen Zellen eine grofe Zahl von Plastiden 
in systrophischer Lagerung um den Kern, den sie als eine dichte 
Traube vollkommen umbhiillen. In dieser Phase beginnt auch bereits der 
Zerfall der Plastiden, in jener typischen Form, die von Kiister (1957, 
1940) als Lipophanerose bezeichnet wurde und im Wesen darin bestehen 
soll, daf® die Lipoide vom albuminoiden Substrat getrennt werden. Im 
gleichen Schnitte, der in vielen Zellen die traubigen Plastiden-Systrophen 
zeigt, finden sich oft Zellen, in denen die Umrisse der Plastiden nicht mehr 
zu erkennen sind: eine mehr oder minder lockere, noch traubig aussehende 
Masse von Plastiden-Zerfallsprodukten umgibt den Kern. Bei der Durch- 
sicht vieler Gynostemium-Praparate kann man mit einiger Wahrschein- 
lichkeit einige finden, in denen dieses Zerfallsstadium eben noch in allen 
Zellen zu sehen ist. In Praparaten vom nachfolgenden Vorgang sieht man, 
da der noch lockere Plastidenschaum an einer Stelle den Kern freigibt, 
diesen dann spater nur mehr als eine Kalotte umhiillt und schlieflich einen 
ziemlich selbstandigen Klumpen bildet, der nur mehr in loser Fiihlung mit 
dem Kerne steht. Farbt man diese sich zusammenballenden Plastidenreste 
mit schwachen Rhodamin-B-Lésungen und betrachtet sie im UV-Lichte, so 
ist ihre Form auferordentlich klar zu erkennen. Wahrend der Kern dunkel 
bleibt, leuchten die Kalotten bis zu den kugelférmigen lipoiden Ballen in 
intensiv ziegelroter Farbe auf. 


Die geschilderte Reihe von aufeinanderfolgenden Bildern stellt einen 
méglichen und mit Sicherheit festgestellten Ablauf der Lipoidballenbildung 
dar. Daf der Plastidenzerfall und die Ballung der Zerfallsprodukte auch 
anders verlaufen kann, erscheint bei der Betrachtung vieler Gynostemien 
ebenfalls sicher. Man findet Gynostemienzellen, in denen z. B. die Lipoid- 
ballen nicht am Kerne liegen, oder sieht Zellen, in denen mehrere Lipoid- 
ballen vorhanden sind, die dann entweder beieinander oder einzeln ver- 
streut im Cytoplasma liegen, und es leiten diese Bilder zu solchen iiber, 
in denen man eine gréftere Zahl von Konkrementen findet, die ginzlich 
zerstreut im Wandbelag der Zelle liegen oder an Plasmafaden hangen. 
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Wenn diese Konkremente klein sind, sehen sie Plastiden ahnlich und 
kénnten mit diesen verwechselt werden. Es ist nicht ohne weiteres zu ent- 
scheiden, ob jene aus verstreut liegenden Plastiden gebildet wurden oder 
ob sie die weiteren Zerfallsprodukte eines ehedem gréferen Ballens dar- 
stellen. Beide Méglichkeiten sind anzunehmen, die zweite ist sicher, da 
man sie experimentell nachweisen kann: Wenn man Cephalanthera- 
Pflanzen abschneidet, sie einwassert und durch etwa 10 Tage in einem 
Kiihlschrank (+ 10°C) bei Dunkelheit aufbewahrt, so kann man Tag fiir 


Tag eine starkere Auflockerung und allmahliche Fragmentation der ur- 





Abb.5. Fragmentation ehedem einheitlicher Lipoidballen in Stengelepidermis- 
zellen (Bliitenregion) eines im Dunkeln gehaltenen bliihenden Cephalanthera- 
longifolia-Stengels. 


spriinglich nur in der Einzahl vorhandenen Lipoidballen beobachten (vgl. 
Abb. 5), bis schlieflich nach ihrer vélligen Zerteilung auch die kleinsten 
Teilstiicke sich fast véllig aufgelést haben. 


Im folgenden soll an einem Beispiel aus meinen Protokollen der Aspekt 
einzelner Schnitte im gegebenen Falle gezeigt werden: 


P. Nr. 67 vom 10.V.1950, Cephalanthera longifolia, siidl. Wienerwald 
(Lainzer Tiergarten), untersucht am gleichen Tage; Hohe der Pflanze 
=4icm, Zahl der Bliiten = 16, davon keine einzige gedffnet, die unterste 
Bliite knapp vor dem Offnen. Zahl der Blatter am Stengel = 11. 

Von vielen untersuchten Epidermisschnitten des Stengels seien vier her- 
ausgenommen, die von folgenden Stellen des Stengels genommen wurden: 
Schnitt 1 etwa 6% cm unterhalb der Stengelspitze, Schnitt 2 und 3 etwa 
{i1cm unterhalb der Stengelspitze (zwischen der ersten Bliite und dem 
darunterliegenden Laubblatt, Schnitt 4 etwa 26cm unterhalb der Stengel- 
spitze (zwischen dem 4. u. 5. Blatt von unten gerechnet). 
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Schnitt 1: Samtliche Epidermiszellen enthalten groRe, 
dunkle Lipoidballen, die fast immer dem Zellkern anliegen. Das 
Plasma ist wenig gekérnelt, Plasmastringe sind nur in geringer Zahl vor- 
handen und das Plasma zeigt minimale Strémung; Plastiden fehlen. 

Absichtlich wird diesem Schnitt gegeniibergestellt der 

Schnitt 4: Samtliche sehr langgestreckte Epidermiszellen zeigen eine 
geringe Anzahl von duferst zarten Plastiden, die nur bei entsprechender 
Abblendung des Lichtes zu erkennen sind. Plasmastriinge fehlen; geringe 
Plasmastrémung. Nichts Auffalliges! 




















Abb. 6. Stengelepidermiszellen einer Cephalanthera-longifclia-Pflanze. Die Zel- 
len stammen aus der Ubergangszone zwischen ,,normalen“ Zellen, die nach 
unten zu anschliefen, und jenen Zellen der Bliitenregion, welche typische Lipoid- 
ballen bilden. Die obere Zelle zeigt degenerierte Plastiden und wolkige Reste zer- 
fallener Plastiden. In der unteren Zelle ist die Degeneration der Plastiden gréber 
vor sich gegangen, die Zerfallsprodukte sind dementsprechend gréfer. Links unten 
ist ‘aus einer anderen Zelle der beginnende Zerfall am Kern angelagerter Plastiden 
herausgezeichnet: Der lipoide Anteil der Plastiden ist hier besonders gro und 
stark lichtbrechend. Daf aus den Zerfallsprodukten derartiger Plastiden die 
Lipoidballen entstehen, ist sehr wahrscheinlich. 


Schnitt 2 und 3: diese beiden Schnitte, wovon der eine mitten aus 
der Bliitenregion und der andere knapp unterhalb der ersten Bliite stammt. 
gleichen einander sehr, so daft sie in einem besprochen werden kénnen. 


Der grote Teil der Zellen enthalt eine geringe Anzahl von farblosen 
Plastiden, die alle méglichen Degenerationserscheinungen aufweisen. Da- 
neben finden sich Zellen mit klumpigen Zerfallsprodukten, von mehreren 
Plastiden stammend, die entweder dem Kerne angelagert oder regellos im 
Cytoplasma verteilt sind. Plasmastrange sind haufig, das Plasma selbst 
befindet sich in heftiger Strémung. Die Abb. 6 zeigt typische Zellen aus 
diesen Schnitten (siehe auch Texterklarung). 














410 H. Germ 

Der Schnitt 2 und 3 zeigt jenes Mittelglied zwischen den zeitlebens 
Plastiden enthaltenden Zellen und jenen, in denen die Plastiden nur kurze 
Zeit enthalten bleiben, bald zerfallen und dann die Lipoidballen bilden. 
Ganz ahnliche Ubergangsbilder sind in den Epidermen sehr junger Frucht- 
knoten zu finden, wo die Plastiden durch ihren besonders hohen Gehalt 
an fettartigen Substanzen von Olkugeln nicht mehr leicht zu unterscheiden 
sind. Die Abb. 7 und 8 zeigt einzelne Zellen der Fruchtknotenepidermis, 
wo sich solche mit ausgepriigten Plastiden finden, daneben solche mit zer- 
fallenden Plastiden, wobei diese zum 
Teil fettartige Substanzen in _ reicher 
Menge enthalten, und schlieflich solche 
mit Lipoidballen. 





Abb. 7. Epidermiszellen des 
Fruchtknotens von Cepha- 
lanthera longifolia. Zelle oben 
links: zarte Plastiden in Sy- 
strophe am Kern; Zelle oben 
rechts: degenerierende Pla- 
stiden und lipoide Zerfalls- 





produkte von Plastiden am Abb. 8. Epidermiszellen des Fruchtknotens 
Kern; Zelle unten:  Ent- von Cephalanthera longifolia. Typische Li- 
mischungskugeln und lipoide poidballen am Kern und reiches Plasma- 
Zerfallsprodukte am Kern und raumgitter; die Lipoidballen (siehe auch 
an Plasmastrangen. rechts unten) sehen durchléchert aus. 


4. Der Plastidenzerfall in den Bliitenblattern 
von Cephalanthera Damasonium 


Ohne Kenninis der bisher geschilderten Vorginge in den Epidermis- 
zellen des Gynostemiums, der Fruchtknotenwand und des Stengels wire 
eine Analyse der Vorgiange in den Epidermiszellen der Bliitenbliatter weit- 
aus schwieriger durchzufiihren, da hier in sehr jungen Zellen, und nur 
solche kommen fiir die Beobachtung in Frage, Einzelheiten rein optisch 
nur schwer zu erfassen sind. Es bedarf einer sehr grofen Anzahl von 
winzigen Schnitten, um jene Verhialtnisse zu erfassen, die an den anderen 
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bisher beschriebenen Organen immerhin mit grofer Deutlichkeit zu sehen 
waren. Simtliche Untersuchungen wurden aus diesem Grunde auf ein ein- 
ziges Objekt, auf C. Damasonium beschrinkt. Es war jenes Objekt, das 
in den Bliitenblattern eine vollkommene Parallele zu den bisher geschil- 
derten Vorgiingen zeigie, die im wesentlichen auf einen Zerfall lipoid- 
reicher Plastiden hinauslaufen. Bei C. rubra z. B., wo wir in den Epidermis- 
zellen des Labellums winziger Knospen die Leukoplasten mit Starke prall 
gefiillt sehen kénnen, ist keine unmittelbare Parallele zu finden und die 
Beschrankung auf C. Damasonium ist auch aus diesem Grunde hier ge- 
rechtfertigt. Lipoidballen finden sich in den Blattern des Perianthkreises 
bei dieser Pflanze nur mit sehr wenigen Ausnahmen; selten finden wir sie 
auf dem Grunde der Perianthblatter. Zum naheren Studium eignete sich be- 
sonders gut das apikale Ende des Labellums, das als Halteplatz von In- 
sekten auch biologisch ausgezeichnet ist. Da aus begreiflichen Griinden ein 
chronologischer Ablauf von Plasmakonfigurationen und der Degeneration 
von Plastiden gerade in den Blattern des Perianthkreises kaum beobachtet 
werden kann, so sei im folgenden versucht, an Hand von Einzelbeobachtun- 
gen bestimmter Schnitte jene Vorgiinge zusammenzustellen, wie sie sich 
hintereinander ablaufend in einer Zelle vermutlich abspielen werden. 
Samtliche im folgenden mitgeteilte Beobachtungen sind 


Ausziige von Versuchsprotokollen aus dem Jahre 1951. 


a) Cephalanthera Damasonium (Protokoll Nr. 70/51), kleine griinliche 
Knospen, Zellen an der Spitze des Labellums: 


Auf dem Grunde der papillésen Zellen liegt der Kern, und dicht um 
ihn geschart befindet sich eine groffe Anzahl von farblosen Plastiden. Ein 
mehr oder minder dichtes Plasmaraumgitter strahlt von dieser Systrophe 
radiir aus. Die Plastiden sehen zumeist leicht degeneriert aus, sie sind 
oft eingeschniirt, auch kleeblattartig geteilt, und fettartige Stoffe haben 
sich in ihnen zu kleinen Konkrementen zusammengeschlossen. In einzelnen 
Zellen sieht es aus, als ob nicht Plastiden, sondern Olkugeln um den Kern 
systrophiert waren. Behandelt man das Praparat mit 10%iger Essigsaure, 
so zerfallen die einzelnen Plastiden augenblicklich und der Kern bleibt 
von einer flockigen Masse umgeben, in der die éligen Trépfchen zu gréfe- 
ren Tropfen sich vereinen und protuberanzenartig aus der Masse hervor- 
quellen. Eine Reaktion mit Sudan III bestatigt die fettige Natur der 
Tropfen (siehe hiezu Abb. 9). 


b) Cephalanthera Damasonium (Prot. Nr. 49/51), kleine, noch griine 
Knospen, Epidermis des Labellums: 


Kugelige Kérper, die wéder als Plastiden noch als Olkugeln angespro- 
chen werden kénnen, liegen um den Kern systrophiert oder sind in anderen 
Zellen regellos verteilt. Diese Kérper sind gréfer als Plastiden und sehen 
mehr aus Entmischungen hervorgegangenen Kunsigebilden als organisch 
entstandenen Kérpern gleich. Eine Farbung mit Rhodamin B zeigt, daft 
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diese Kérper aus zwei verschieden anfiarbbaren Teilen bestehen: aus einer 
mehr oder minder dicken Rhodamin stark speichernden Hiille und einem 
weniger sich farbenden Kernteil. Sind diese Kérper deformiert, offenbar 
eine weitere Zerfallserscheinung, so ist eine Trennung in Hiille und Kern 
nicht mehr zu erkennen; durch Rhodamin B werden dann diese Kérner 
zur Ginze gleichmaftig gefarbt (siehe hiezu auch Abb. 9c). 


c) Cephalanthera Dama- 
sonium (Protokoll Nr.81/51), 
junge Knospe, Epidermis- 
zellen von der Labellum- 
spitze in der Nahe der 
Saftmale: 


Die stark papillésen und 
gerieften Zellmembranen er- 
schweren die Beobachtung 
von der Aufenseite; die 
Schnitte miissen daher von 
der Schnittflache aus beob- 
achtet werden: In den hell- 
gelb tingierten Zellen liegt 
der Zellkern an der Unter- 
seite und ist zumeist von 
einer wolkigen  gelblichen 
Masse umgeben. Plasma- 


Abb. 9. Cephalanthera Damasonium, Epidermis- strange in einseitiger Rad- 
zellen von der Spitze des Labellums. a = Zelle speichenstruktur verbinden 
in Seitenansicht mit degenerierten Plastiden: das wandstindige Plasma 
b=dieselbe Zelle wie a nach Behandlung mit mit dem Kern. Die um den 
10%iger Essigsiure; c= Zelle in Flachenansicht Kern gesammelte wolkige 
mit ,,Olkugeln“, die vermutlich aus degenerierten Masse umgibt ihn zur Ganze 
Plastiden entstanden sind, die herausgezeichnete oder sitzt ihm als Kalotie 
.Olkugel“ zeigt, da es sich um Entmischungs- 
kugeln mit zwei verschiedenen Phasen handelt; 
d=Telle in Flachenansicht mit wolkigen Pla- 
stiden-Zerfallsprodukten. 





auf. Sie ist, wie schon ein un- 
behandeltes Praparat zeigt, 
offensichtlich kein konstan- 
ter Plasmaanteil und besitzt 
ein grofes Speicherungsver- 
mégen fiir den im Zellsaft gelésten Farbstoff, da sie dunkelgelb bis orange 
tingiert ist. Rhodamin B wird von der wolkigen Masse gespeichert. Nach 
Behandlung mit 10%iger Essigsiure enistehen gréfere Flocken, die von 
Sudan III intensiv angefarbt werden. Wir werden bei der Annahme nicht 
fehlgehen, da diese Masse aus sehr lipoidreichen Plastiden entstanden ist. 


d) Cephalanthera Damasonium (Protokoll Nr. 11/51), junge, noch griine 
Knospe, Labellum, Epidermiszellen der Saftmale: 


In allem sehr ahnlich dem unter c) beschriebenen Priaparat, Zellsaft je- 
doch diinkler und die wolkigen Massen um den Kern wesentlich kompakter 
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und orange bis dunkelbraun durch Farbstoffspeicherung aus dem. Zellsaft 
gefarbt. Im wesentlichen weisen diese Zellen keinen Unterschied zu jenen 
Stengelepidermiszellen auf, die Lipoidballen besitzen. 


e) Cephalanthera Damasonium (Protokoll Nr. 69/51), geéffnete Bliite, 
Epidermiszellen von der Mitte der Blatter des inneren und duferen Pe- 
rianthkreises: 

Die Zellen sehen inhaltlich ,,arm“ aus; man sieht den Zellkern, wenige 
Plasmastrange und im Cytoplasma kleine, unregelmaftige, starker licht- 
brechende Kérper (Plastiden-Fragmente) und zum Teil auch Oltrépfchen; 
beide speichern Sudan III und Rhodamin B. 

Wenn wir uns an Hand dieser ausgewahlten Protokolle den Ablauf. des 
Plastidenzerfalles in einer Epidermiszelle des Perianthkreises (vor allem 
des Labellums) von C. Damasonium rekonstruieren, so ist anzunehmen, dal 
in allen embryonalen Zellen Plastiden vorhanden sind, die in besonderem 
Make Lipoide enthalten. Mit der Weiterentwicklung der Zellen erfolgt ein 
Zerfall der Plastiden, wobei es lokal bedingt ist, ob diese Zerfallsprodukte 
schneller oder langsamer aufgelést und verbraucht werden. 


5. Erganzende Beobachtungen 


Gelegentlich waren Lipoidballen aufer in den Stengelepidermiszellen 
auch in den Chloroplasten enthaltenden Zellen unterhalb der Epidermis 
zu finden. Diese seltener zu beobachtende Erscheinung bestatigt mit aller 
Deutlichkeit die friiheren Beobachtungen: die meist sehr kompakten und 
homogenen Ballen waren gleichmaftig griin gefarbt, manchmal war die 
Farbe auch blaugriin, Chloroplasten fehlten jedoch in diesen Zellen. Ohne 
weitere Untersuchung ergibt sich aus dieser Beobachtung, daf in den be- 
treffenden Zellen nach Degeneration der Chloroplasten der stark lipoide 
Anteil den Ballen am Kern gebildet hatte. Da die Chloroplasten in den 
Stengelzellen 6fter in Systrophe um den Kern zu finden sind, ist auch bei 
der Degeneration der griinen Plastiden die Klumpenbildung nicht beson- 
ders verwunderlich; dies vor allem auch dann, wenn die lipoiden Anteile 
entsprechend hoch sind. Die Durchmusterung eines Praparates, in dem 
in der subepidermalen Stengelschichte Lipoidballen enthalten sind, zeigt 
oft alle Ubergange von Zellen mit einer normalen Chloroplasten-Systrophe 
iiber solche mit einer Systrophe von bereits degenerierenden Chloroplasten 
bis zu Zellen mit griinen Lipoidballen, in denen von Chloroplasten keine 
Spur mehr zu erkennen ist. Daneben finden sich auch Zellen, in denen 
degenerierende Chloroplasten regellos verteilt im Cytoplasma liegen. Die 
Tonung des griinen Farbstoffes im lipoiden Anteil der Plastiden erinnert 
an die von Weber (1933) durch Behandlung des Spirogyra-Protoplasten 
mit Na-Oleat erzeugten griinen Myelinfiguren. 

Interessant sind auch die Kiépfchenzellen der Stengelhaare von 
Cephalanthera rubra (L.) L. C. Rich.: In sehr jungen Haaren findet man 
diese Zellen mit hypertrophischen farblosen Plastiden vollgestopft. In einem 
etwas spateren Stadium sind die Konturen der Plastiden vollkommen ver- 
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schwunden und ein grobschaumiges Cytoplasma ist entstanden, in 
dem sich zum Teil auch viele Oltrépfchen befinden kénnen. 

Daf die Plastiden der bisher genannten Cephalanthera-Arten neben 
der offensichtlichen Lipoidanreicherung auch Starkekérner in einem ganz 
ungewohnlichen Ausmafe speichern kénnen, zeigten Stengellangsschnitte 
in der Nahe der Blattinsertionen. Hier finden sich oft in den parenchymati- 
schen Zellen knapp unter der Epidermis ,,Riesenchloroplasten”, die in der 
Regel in der Flache die halbe Gréfe des Zellkernes erreichen, aber auch 
gréRer sein kénnen. Diese Plastiden sind mit Starkekérnern so voll- 
gepfropft, daf{ man die Plastiden nur mehr an ihrer schwach griinlichen 
Farbe als Chlorophyllkérner identifizieren kann. ,,Riesenleukoplasten“ 
fand ich noch in den Epidermiszellen des Blattgrundes von Gymnadenia 
albida, iiber welche noch an anderer Stelle berichtet werden soll. 


6. Diskussion 


Die Beobachtungen an farblosen Plastiden bestimmter Zellen von 
Cephalanthera-Arten zeigen ein Verhalten dieser Art von Leukoplasten, 
das nicht der Regel farbloser Plastiden entspricht und erwarten laBt, daf 
auch ihre Funktion, insofern man bei Leukoplasten im allgemeinen von 
einer bestimmten Funktion sprechen darf, ungewoéhnlich ist. Wenn wir uns 
das vor einiger Zeit beschriebene Verhalten der Plastiden im Perianth- 
kreise von Platanthera bifolia vor Augen halten (Germ 1947) — diese 
Beobachtungen werden unterstrichen durch die hier mitgeteilten an 
Gymnadenia spp. und Nigritella spp. —, wo gleichzeitig mit dem Zerfall 
der Plastiden die starke Duftentwicklung der Bliiten einsetzt, so scheint 
die Funktion der Plastiden im Perianthkreise bei diesen Gattungen und 
Arten ziemlich klar. Der Zusammenhang zwischen Duft und Plastiden- 
zerfall ist gegeben, und es erscheint wahrscheinlich, da in diesen Fallen 
die Duftstoffe direkt oder in Vorstufen an die Plastiden gebunden sind. 
Da es sich in der grofen Masse um fliichtige Stoffe handeln mu®, sind Rest- 
produkte der aufgelésten Plastiden nach relativ kurzer Zeit nicht mehr 
zu finden. 

Wir finden auch bei Cephalanthera-Arten in den Blattern des Perianth- 
kreises den Zerfall der Plastiden, wobei freilich kein intensiver Duft ent- 
steht, aber Zerfallsprodukte iibrig bleiben, die sogar, wie in den Saft- 
malzellen des Labellums bei C. Damasonium, sich zu gréferen Massen 
ballen. Diese Zellen leiten zum Extremfall der Entstehung von festgefiigten 
Klumpen iiber, wie wir sie in den Epidermiszellen des Stengels in der 
Bliitenregion, des Gynostemiums und des Fruchtknotens bei C. longifolia 
und C. Damasonium finden. Diese Organe entwickeln keinen Duft, was sie 
aber gegeniiber den Perianthblattern auszeichnet, ist ihre Langlebigkeit. 
Der chemischen Natur nach bestehen diese Klumpen aus lipoid-fettartigen 
Stoffen. Es sind offensichtlich keine Ausscheidungsprodukte der 
Zelle; sie bleiben daher auch im Plasma eingebettet liegen und befinden sich 
fast immer an der zentralen Stelle der Zelle: in engster Nahe des Kernes. 
Es erscheint dabei typisch, daf sie sich in so schéner Auspragung gerade im 
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Gynostemium finden, das beim Abbliihen nicht zugrunde geht, sondern 
noch lange bis in den Herbst frisch bleibt und ernahrungsphysiologisch an 
besonders extremer Stelle der ganzen Pflanze steht. Die Kapsel un- 
serer Cephalanthera-Arten ist besonders langlebig; sind doch im Herbst die 
Samen ausgefallen, wahrend die Kapsel noch griin ist. 

Erst langere Zeit nach dem Verbliihen findet eine Zerstiicklung und ein 
offensichtlicher Abbau der Lipoidballen statt. Es kann demnach kaum ein 
Zweifel sein, dafi wir in den Lipoidballen kompakte Reservestoffe 
erkennen miissen, deren sich die Pflanze im gegebenen Moment, das ist die 
Zeit nach dem Verbliihen bis zum Einziehen, bedient. Was die Funktion der 
Plastiden betrifft, aus denen die Lipoidballen entstehen, so erinnert sie leb- 
haft an die der Proteinoplasten (vgl. Hart] und Thaler 1953 sowie dort 
zit. Literatur), wenn es sich auch im vorliegenden Falle weniger um eiweif- 
als lipoidspeichernde Plastiden zu handeln scheint. 

Am Schlusse dieser Mitteilung méchte ich eines bemerken: Aus der Viel- 
falt von Beobachtungen an den Plastiden unserer heimischen Orchideen 
habe ich einen bestimmten Vorgang hier aufgezeigt. Die Reichhaltigkeit 
all dessen, was an Einzelheiten beobachtet werden kann, ist damit noch 
lange nicht erschépft. Noch weniger ist angedeutet, da& die Plastiden in 
den Epidermen der Bliitenblatter, aber auch an deren Organen hier nicht 
genannter Orchidaceae eine Fiille verschiedener Vorginge und morphologi- 
scher Besonderheiten zeigen, die mir wesentlich erscheinen, um unsere 
Kenntnisse von der physiologischen Bedeutung der Plastiden zu erweitern. 
Die kurze Bliihdauer unserer heimischen Orchideen, die schwierige An- 
fertigung geeigneter Praparate sind freilich wesentliche Hindernisse beim 
Studium. 
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The divalent cations, particularly calcium, have for some years been 
considered an important part of the chemical mechanism by which living 
cells respond to stimulation. An extensive review of the evidence in favor 
of this consideration is given by Heilbrunn [1]. It seems worth while, 
at the present time, to investigate in greater detail the consequences, on the 
molecular level, of the addition of calcium ions to living cells or to deri- 
vatives thereof. Using this approach, Hultin [2] and Lundblad [3] 
have performed interesting experiments upon the effects of calcium on 
homogenates and extracts of sea-urchin eggs. Work of a related nature has 
been done by Gross [4, 5] on the eggs of the Woods Hole sea-urchin. 

Calcium is, in general, thought to effect a condensation or stiffening of 
biological structures. Thus, Héber |6| has written: “...The concept of 
a solidifying influence of Ca is suggested by innumerable observations, 
particularly upon tissues, the cellular building stones of which are loosened 
by lack of alkaline earth salt, e. g., the blastomeres of sea-urchin eggs, the 
cells of root hairs, the epithelium of mucous membranes, and others...” 

The solidifying effect of calcium is also observed in such inanimate 
systems as monomolecular layers of fatty acids. It is well known, for 
example, that normally liquid or gaseous films of some fatty acids become 
extremely viscous when calcium is introduced into the underlying solution. 

An apparent contradiction, however, to these generalizations is the 
striking reaction which yolk-platelets of amphibian eggs undergo in the 
presence of Cat+ (and to a varying extent, the other divalent cations). 
As has been reported by Holtfreter [7] and Terry [8], these cytoplasmic 
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inclusions swell and are rapidly dissolved in the presence of low con- 
centrations of calcium ions. Ceriain other cytoplasmic inclusions, such as 
the pigment granules and yolk granules of marine eggs [2, 4] also react in 
this way. 

Thus, if an understanding is to be gained of the mechanisms by which 
Ca*+ exerts its profound effects upon the cytoplasmic colloid, it is im- 
portant that this dissolution or lysis reaction be also understood. 

Panijel [9] has described methods for the isolation of intact yolk 
platelets from homogenates of frog eggs, and Essner [10] has already 
obtained some quantitative data on the lysis of these platelets. Essner’s 
photometric technique is used, with modification, in the work reported 
below. This work represents an attempt to elucidate the mechanism of the 
reaction by means of certain experimental techniques and by a kinetic 
analysis. 


Material and Methods 


Yolk platelets are obtained from the eggs of frogs (Rana pipiens) kept 
cold (in the laboratory) during the winter. The platelets are isolated by 
fractional centrifugation from homogenates of the eggs as described by 
Essner [10]. In the present experiments, the total yolk fraction was used, 
since all of the platelets undergo lysis. Panijel [9] has, however, pointed 
out that the “small” and “large” platelets differ somewhat with regard to 
composition and enzymatic properties. 

Microscopic observations of the dissolving yolk platelets were made 
with the aid of (dark) phase contrast. 

The course of the yolk-lysis reaction was followed in this way: dilute 
suspensions of isolated, washed yolk platelets were placed in the tube 
cuvettes of a Klett-Summerson photoelectric colorimeter. Upon addition 
of Ca*+ (or other lysin) the platelets dissolved, and the suspensions became 
transparent. The’ rate of clearing was adjusted so that the turbidity 
changes could conveniently be measured as a function of time. Throughout 
the course of the reaction, the photometer readings were linearly related 
to the number of intact yolk platelets (or, as shown below, to the amount 
of “yolk-precipitate’” remaining). 


Experimental Results 
1. Microscopic observations: 


Under the phase contrast microscope, the yolk platelets are flattened 
ovoids or parallelepipeds with the long axis ranging in length from 3 to 
15 microns. When Cat* is introduced, there is a rapid, progressive decrease 
in the contrast of what appear to be lamellar elements within the platelets. 
This decrease in contrast, which signals the onset of lysis, seems to begin, 
with swelling, on the inside of the structure. At a particular point in the 
dissolution of the platelet, the lamellar elements pass suddenly into 
Brownian motion. At this stage, some of the internal material passes out 
into the surrounding fluid, and the structure disappears almost entirely. 
aa 
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Only some “ghost” material is left behind. This “ghost” material may be 
collected by centrifugation, and contains free lipid and protein. 

The platelets are soluble in NaCl or KCl of molarity 0.3 or greater. The 
microscopic details of dissolution under these conditions differ somewhat 
from those given above for lysis in the presence of calcium. As will be 
demonstrated below. the two kinds of dissolution also differ with respect 
to mechanism. 


2. Progress curve: 


If the clearing of a suspension of platelets is followed photometrically 
and readings taken at regular, short intervals (usually 30sec.), values for 
turbidity (JT) as a function 
] | of time are obtained. If the 
400 reaction is then permitted to 
proceed for a long time, say 
an hour, then the final photo- 
300 meter reading may be con- 
sidered to have been made ai 
infinite time (t=). The 
200} — difference between the zero 
time reading and the final 
reading is then a measure of 
100} the total amount of material 
undergoing reaction (change 
in solubility). The slight 
residual turbidity at infinite 
time is probably due _ to 
scattering by the ghost ma- 
Fig. 1. Lysis of yolk platelets in 0.018M CaCle. terial. The possible non-line- 
Progress curve. pH = 6.6. arity of this effect does not 
introduce a significant error. 
We shall designate the value of the total possible change in turbidity 
by the symbol “A”. The value of A is given by 
A=T,—T,. 
where T, is the initial turbidity and T,, is that after the reaction has gone 
to completion. Readings made at successive times (t) in the course of the 
reaction, will have the turbidity value T,. Now, the following expression 


can be defined: (T ;—Ta)=(A4—X). 


Here, (A — X) is a quantity which gives the amount of unchanged material 
remaining at time (¢), and “X” is, accordingly, the amount cranged in the 
time (t). The value of X is obtained immediately from the subtraction 
given by A, Fe 

0 t i 












































° ' 2 3 4 
TIME ( MINUTES) 


When the values of X so obtained are plotted as ordinates against time. 
the curve obtained is the most commonly employed graph of the course 
of a chemical reaction. 
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Table 1 gives the data for a typical experiment in which a suspension 
of yolk platelets (pH —6.6) was lysed by 0.018M CaCl,. The data are 
plotted in fig. 1. The progress points thus obtained are entirely typical 
With the method outlined, the curves are always concave downward with 
maximum slope at zero time and no points of inflection. The curve in 
fig. 1 is the graph of an equation of the form: 


X=A(1—e—**). 


The significance of this equation is discussed below. 














Table 1. 
| 

t T 
(time in sec.) (turbidity readings) (A—2) | x 
0 465 395 | 0 
15 320 250 145 
30 286 216 179 
45 226 156 239 
60 194 124 271 
90 140 70 325 
120 110 40 355 
150 93 23 372 
180 84 14 381 
210 78 8 | 387 
240 74 4 391 
270 | 73 3 392 
“oo” | 70 0 395 


3. The effect of pH on the rate of lysis: 


‘A series of suspensions of equal amounts of yolk was made in acetate- 
veronal-HC] buffers of varying pH and constant ionic strength. When the 
relative rate of lysis by calcium is determined at the different levels of pH, 
it is at once apparent that the reaction is strongly pH dependent and 
shows an optimum close to pH 6.0. Figure 2 is a plot of the data from one 
typical experiment. 


The experiments upon pH dependence yield another type of datum 
whose interpretation aids in the discussion of the mechanism of the 
reaction. If one plots the initial photometer readings against pH, one 
obtains a curve which is similar in shape to that shown in fig. 2, except 
that the peak is considerably flattened. This indicates that the stability 
of the isolated yolk platelets varies with pH. In solutions of pH above or 
below 5.5—7.0 a certain percentage of the platelets breaks down. Close to™ 
the plateau, the percentage is small, but below pH 4.0 and above 8.5, very 
large percentages of the platelets dissolve spontaneously. Thus, the 
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optimum reaction rate occurs precisely at the level of pH where the 
structures involved are most stable. 


4. Temperature and reaction velocity: 


Within a restricted range of temperatures, as is expected, an increase 
in temperature brings about an increase in reaction velocity. Unfortun- 
ately, it has thus far been impossible to obtain consistent values for the 
activation energy (a quantity of questionable physical significance in so 
complex a reaction as 
this). It might, however. 
be expected that the re- 
sponse to small incre- 

co ments in temperature 
$ ‘a would be complex in 
an experimental design 
f : where so many other 
/ “ conditions must unavoi- 
dably exercise a simul- 
4 \ taneous effect. 





~ A different type of 
experiment by contrast. 
yields very consistent re- 
| \ \ ; sults. If suspensions of 
40 50 60 720 80 yolk platelets are heated 
pH to 65°C and quickly coo- 

Fig. 2. Effect of pH on relative rate of lysis. led to room temperature. 
Veronal-acetate-HCl buffer. the subsequent addition 











of calcium sufficient to 
cause complete lysis of the control suspension in 60 seconds produces no 
measurable change in the heated suspension within ten minutes. In these 
experiments the heated yolk shows no morphological alteration if the 
heating is brief. This type of experiment can also be done with reprecip- 
itated yolk (see below). In fact, in the latter system, heating to 55°C for 
five minutes completely destroys the ability of the yolk to dissolve in low 
concentrations of Cat+. 


5. The relation between lysis and “salting-in” of proteins: 


Suspensions of yolk platelets may be made water-clear by increasing 
the (uni-univalent) salt concentration to 0.3M or greater. I[f this is done, 
and then the salt concentration is reduced by dialysis or dilution to below 
0.3 M, a thick, yellow, amorphous yolk-precipitate appears. This material 
is designated, for brevity, “YP”. The YP may be very rapidly redissolved 
by again increasing the salt concentration. These precipitations are in- 
definitely reversible. Complete, and, for practical purposes, instantaneous 
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solution of the most concentrated yolk suspensions is accomplished by 
a NaCl solution of ionic strength 0.4. 

Now, the addition of calcium ions to suspensions of YP also causes 
a clearing of the suspensions. Here, however, the reaction is not “in- 
stantaneous’, but has exactly the same kinetics as does the reaction 
between intact platelets and calcium ions. The ionic strength of the 
solutions of calcium which accomplish this solubilization can be 0.13 or 
even less, depending upon the lytic rate desired in the particular ex- 
periment. Moreover, the solubilization effected by calcium is irreversible: 
that is, dilution or prolonged dialysis against water fail to reprecipitate 
the yolk material. These facts demonstrate clearly that the lysis of yolk 
platelets in the presence of calcium cannot be a simple “salting-in” effect. 


The dissolution reaction involving the crude YP proceeds at greater 
speeds and requires less calcium for any given initial velocity than it 
does when the platelets are intact. This may simply be a matter of 
removing some barrier, such as a semipermeable membrane. to the free 
diffusion of calcium ions to the active sites. 


One further interesting fact involves the inhibition of the reaction 
by heavy metals such as Cu., In comparable systems, even smaller traces 
of Cu are needed to completely inhibit the reaction with YP than with 
intact platelets. (Generally, 10-*M Cu is sufficient to stop the lysis of 
platelets by Ca.) 


6. Addition of extra lysate: 


Some of the results reported above were taken as an indication that the 
reaction might be enzymatically mediated. To test this hypothesis, the 
following types of experiment were performed: 


a) Varying amounts of yolk were lysed in equimolar solutions of Ca**. 
A standard volume of each of these lysates was then added to a second 
suspension of platelets. These suspensions then underwent lysis. Since 
the amount of added calcium was the same in each case, such differences 
as might appear in the lytic rates of suspensions in the second set must 
be attributed to some catalytic substance present in the originally lysed 
yolk. This substance would be present in amounts proportional to the 
amount of yolk in the original lysate. In these experiments, the lysate 
always gave a marked increase in reaction rate over solutions of calcium 
alone, where the amount of Ca present in the system was the same in 
both cases. 


b) A thick suspension of yolk was lysed in 0.4M NaCl and then 
dialyzed against running tap water. The thick YP appeared, and dialysis 
was completed against several changes of distilled water. The material 
in the sac was filtered through very coarse paper and the filtrate was 
used as a source of additional “enzyme”. (This musi not be taken to 
indicate that the YP is devoid of “enzyme”. Quite the contrary, the bulk 
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of catalytically active material precipitates with the YP. However, some 
catalytic activity always remained in the filtrate, and this was then 














Fig. 3. Experiment described under 
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6 b in text. 


Lytic rate (as percent lysys) vs. time. 


Table 2. 


employed in the experiments 
quoted for simplicity.) 

The addition of the filtrate 
to a standard suspension of 
yolk increased its rate of lysis 
over that of a control suspen- 
sion to which had been added 
only a quantity of salt equal 
to that in the filtrate. When, 
however, the “enzyme” source 
was boiled, the reaction rate 
in the test system fell essen- 
tially to that in the control. 
A typical experiment of this 
sort is illustrated in fig. 3, 
with the essential data tabu- 
lated in Table 2. 





(time in sec.) A 


Percent Lysis 








B | 
Control “extra enzyme” | “boiled enzyme” 
| | 
0 0 0 0 

30 ° 49.5 63.6 51.5 
60 62.7 72.0 64.4 
90 68.1 75.9 68.8 
120 72.6 78.1 | 73.1 
150 75.7 80.2 | 75.6 


Experiment described under 6b in text. Concentration of Ca++ was 0.015 M 


in all tubes. 


%lysis = La 


Percent lysis calculated from 


00 X 
a 


It seems significant that, in many of these experiments, a plot of the 
reaction velocity against the relative concentration of added “enzyme” 
gives a straight line (which does not, however, pass through the origin). 


c) A thick suspension of yolk was lysed by calcium ions. 


An aliquot 


of this lysate was then autoclaved at 15 lbs. additional pressure for 20 min- 


utes. 


The control suspension of crude YP was lysed with a solution of 


salt composition identical with the lysate. When an equivalent suspension 
of YP was lysed with the unheated “enzyme” preparation (calcium con- 


centration the same in all cases), the reaction rate was increased by 30%. 
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But the autoclaved “enzyme” preparation gave a rate of lysis which was 
actually somewhat lower than that in the control. (This was probably 
due to binding of the divalent cations by the extensive flocculate of 
denatured protein in the autoclaved preparation.) 














Table 3. 
| Successive Photometer Readings | Rate 
Ex perimental Method | t (sec) | ——__—___. —__- —___ --— Increment for 
| Drop #1 | Drop +2 Drop +2 
| 
0.4 ml. YP suspension | . | 192 802 | 
added to6m. | % | ar a8 | 
buffered NaCl con- rs — + 20%. 
taining 0.004 M on Se 
Cat+ 120 | 110 202 
ae ee 110 202 | 
eS = Seas are! Se nent i 
| ae 294 314 
Same as above, but | os 7: . 
more concentrated 90 | 38 38 + 28°), 
TF i | 
suspension | a os - 
meee’ 20 35 
| e.3 280 300 
Same as above, but | 30 | ad 43 
different YP prepa- | 60 28 37 +99 
ration, and (Ca++) | 90 24 35 ¥ 
= 0.0025 M Le: 22 35 
ee 20 35 
| 0 280 301 
fos libel hy 46 | 45 
Duplicate run on 60 28 41 +94 
above 90 | 26 41 rf 
120 | 24 40 
fee) 21 40 


d) The “second drop” technique. 


A very simple test of the hypothesis that the yolk material contains 
a substance which catalyzes its own lysis in the presence of Ca** is 
afforded by the following experiment: 


(i) A small amount (exactly 0.4ml.) of a thick YP suspension is pipetted 
into a cuvette containing a given volume of non-lytic salt solution, and the 
contents are mixed by inversion. The turbidity of the resulting suspension is 
recorded. 
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(2) The same small amount of YP is now added to a solution whose volume 
is the same as that in (1), except that this second solution contains calcium ions. 
The ionic strengths of solutions (1) and (2) are equal. The suspension is mixed 
rapidly by inversion and the course of lysis followed photometrically. 


(3) When sufficient time has elapsed for the reaction in (2) to have gone to 
completion, a reading is taken and then a second drop of the same measured 
quantity of YP is pipetted into the tube from (2). The lytic rate of the system 
is once more determined. Since the total increase in optical density due to the 
added yolk in the instant before reaction begins can be determined with the aid 
of the data from (1), it is possible to plot the entire course of the two-step 
reaction as a pair of successive curves of the type shown in fig. 1. 




















Table 4. 
(time in sec.) = (A— 42) x X/(A — X) 
0 350 | 323 0 | 0 

30 258 231 92 0.398 

60 199 172 151 0.878 

90 156 129 194 1.50 
120 130 103 220 2.14 
150 100 73 250 3.43 
180 82 55 268 4.87 
210 65 38 285 7.50 
240 53 26 297 11.4 
270 44 17 306 18.0 
300 39 12 311 25.9 


Lysis of YP suspended in 0.1M NaCl by 0.0035M CaCl. 


lf the yolk material contains a catalyst which increases the velocity 
of the reaction, then the rate of the second lysis should be greater than 
that of the first, provided that all or most of the Ca++ remains free. It 
was found convenient to use the YP in these experiments, and also theo- 
retically justified, for if a catalyst of high molecular weight were present. 
it might fail to penetrate into intact yolk platelets and thus lead to 
falsely negative results. 


Table 3 gives the results and experimental details of four experiments 
with the “second drop” technique. It can be seen that in all cases, 


a highly significant increase in the rate of clearing is observed when the 
second drop is added. 


Discussion 


Amphibian yolk, either in the form of intact platelets or as a crude, 
unorganized precipitate (YP), undergoes a rapid solubility change in the 
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presence of low concentrations of Ca*t. The reaction has the following 
characteristics: 


1. A pH optimum. 

2. Inhibition at temperatures of 35°—60°C maintained for a few min- 
utes. 

3. Catalysis by some substance present in the yolk itself. 

The reaction is not a 
simple salting-in pheno- 
menon because: 











a) The ionic strength 
of the solutions of calcium 20 
required to produce lysis 
is very much lower than 
that required for the solu- 
tions of uni-univalent salts 
which dissolve the yolk 


protein. 


























b) The time relations of 
salting-in and lysis by 
calcium differ markedly. 

c) Yolk dissolved by 
salting-in can be repreci- 
pitated by reduction of 
the salt concentration; this 
reversibility is never found 
when dissolution occurs in Fig. 4. Logarithmic plot of data given in table 1. 
the presence of Catt. 

The shape of the progress curve (fig. 1) suggests that the reaction has 
first-order kinetics. If this is so, then, using the symbols already defined, 
the rate of the reaction, dX/dt, is given by 


dX/dt —k(A—X). 


























° 60 (20 180 240 
TIME (SECONDS) 


which, on integration, gives 

t = (2.303/k) log A — (2.303/k) log (A — X). 
Since the first term on the right-hand side of this equation is a constant, 
the expression is linear in log (A — X), with a slope of (— 2.303/k). Such 
a plot of the data of Table 1 is shown in fig.4. The data obviously fit 
first-order kinetics, and the “progress curve’ is the integral curve pre- 
viously given in the form 


X= A(i—e—**). 


In Table 4 are given data for the reaction involving YP and calcium 
ions. In fig. 5, the values of log(A—X) are plotted against ¢. Again, 
the overall dissolution reaction is plainly first-order. 

The characteristics enumerated above lead to the following conclusions 
concerning the mechanism of the reaction: The data on pH dependence 
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and thermolability implicate a protein, as reactant or as catalyst, or both. 
The data on the addition of exira yolk lysate and the second drop ex- 
periments suggest that the yolk material contains a catalyst for the lysis 
reaction, and that the catalyst is thermolabile, probably an enzyme. The 
kinetic data, together with the second drop results, show that at least most 
of the calcium must remain free in the aqueous phase after the reaction 
has taken place. This permits two possible interpretations: 
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(1) Yolk contains a calcium-activated enzyme which in turn catalyzes 
the pseudo-unimolecular solubilization of some substance in the yolk. 
The integrity of the platelet structure or the existence of the YP depend 
upon the insolubility of this substance in dilute salt solutions. 

(2) The soluble product of the reaction is itself the catalyst. 

If (1) is correct, the reaction should be zero or first order, whereas 
if (2) is the true mechanism, the reaction will be autocatalytic and should 
have corresponding kinetics. Thus, using previously defined symbols, the 
autocatalytic reaction rate would be given by 


dX/dt —kX(A— X), 


which becomes, upon integration. 
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t = (2.303/k A) log (X/A — X) + constant. 


Thus, if (2) were true, a plot of log (X/A — X) against should be a straight 
line with a slope of 2.303/k A. 

Figure 6 and Table 4 show the data for one experiment treated in this 
way. It is evident that the autocatalytic equations do not fit the data. 
Indeed, the fact that the progress curves are not symmetrical sigmoids with 
points of inflection at X — A/2 predicts this result. 

The data plotted in fig.3 further confirm the catalytic nature of some 
substance present in the yolk material. In this plot it is evident that the 
addition of “extra enzyme” increases the rate, but not the extent (equi- 
librium) of the reaction. That enzyme-substrate interactions can occur 
with great speed in condensed systems has recently been demonstrated 
by Mazia and Hayashi [t{1]. 

Thus, the evidence permits the postulation of a Ca*+-activated enzy- 
matic mechanism for the lysis reaction. Such a mechanism would be 
consistent with the known rdéle of the calcium ion as an activator of 
enzymes, and would not require calcium to have a simple dispersing 
effect upon colloidal structure. Nevertheless. a proof of the postulated 
mechanism can be provided only by the isolation of the reactants and the 
postulated catalyst. Such work is in progress in this laboratory. 


The author wishes to thank Dr. L. V. Heilbrunn for his helpful 


suggestions and criticism. 


Summary 


(1) The reaction by which yolk platelets isolated from frog eggs 
undergo lysis in the presence of low concentrations of calcium ions is 
described and kinetic data are presented. 

(2) A crude yolk precipitate, prepared by salting-in and _ repre- 
cipitating the material of intact yolk platelets, undergoes the same reaction 
as do the intact platelets. 

(3) Data are presented on the pH dependence and thermal inhibition 
of the reaction. 

(4) The yolk contains a material, perhaps a protein, which catalyzes 
the lysis reaction. This material is not the soluble product of the reaction, 
since the kinetics are not those of an autocatalytic process. 

(5) A possible mechanism for the reaction is discussed. 
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1. Introduction 


A number of plants contain primary xylem conducting elements from 
which the spiral thickenings are easily removed. The cause of this pheno- 
menon remained obscure, although Baecker [2], and later Moog |7| wrote 
extensive publications on the subject. Both investigators agreed that the 
presence or absence of a narrow ridge, which in some cases links the spiral 
to the wall of the vessel, cannot be held responsible for a looser or firmer 
attachment, as spirals with a narrow base often cannot be removed from 
the vessel. 


Baecker points out that most spirals have a broad base, and that those 
possessing a narrow attachment are found in a limited number of plants, 
where they are present in a few vessels only, or even in part of those 
vessels. 

On the other hand we find that modern textbooks [8] still maintain 
that most of the spirals are narrowed towards the wall of the vessel, and 
that this is the cause why they can be removed easily. Evidently a contra- 
diction exists which has not been clarified. : 

Baecker further observed that spirals and vessel walls often differ 
in chemical composition (pectin-lignin, pectin-cellulose, cellulose-lignin), 
but this difference also could not be used as an explanation. The 
conclusion was that for the time being the problem had to remain 
unsolved. 

According to Moog the presence of a membrane coating the inside of 
the wall of the vessel, would prevent spirals from unwinding. In such 
cases the spirals fitted in a system of grooves which held them 
tighily. 
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As the number of spirals unwinding from damaged bulb scales of 
Scilla ovatifolia is quite impressive, it was thought that this plant might 
furnish good material for further study of the problem discussed above. 


2. Anatomy of Xylem Vessels in Scilla ovatifolia 


Scilla ovatifolia is a plant commonly found on the hills of the 
Witwatersrand. When we cut a piece from the bulb the appearance of 
a great number of silvery, more 
or less tough and slightly sticky 
threads is a conspicuous feature. 
When investigated in water they 
show a zigzag shape, a residue of 
the original helix. 

In the tissue of the bulb scales we 
find them as closely wound spirals 
in the xylem, from which they are 
most easily removed. Although fully 
stretched threads tend to resume 
a helicoidal form when they snap 
back, the turns of this spiral are 
never again tightly packed. This 
demonstrates that the spiral struc- 
ture is not a rigid one. 

The diameters of the threads 
Fig. 1. T.S. through the xylem of vary slightly, but on the whole there 





a vascular bundle of Scilla ovatifolia, is a 
showing 2 NR- and 7 R-vessels in proto- thickness, with a mean value of 
and metaxylem respectively. 2.7 p. 

The greater part of the xylem 
of the vascular bundles in the bulb scales contains this type of spiral 
(from now on called the “R-type”). In addition each vascular bundle 
shows two xylem elements with thicker spirals, about 4 u in diameter, which 


cannot be removed (“NR-type”). The di- 
stribution of both types is pictured in 
fig. 1. Their occurrence side by side 
allows for direct comparison of their 
properties. 

The difference in size between R- and 
NR-spirals is better illustrated in fig. 2, 
from which it also becomes clear that 
NR-spirals must be of a much more rigid 
structure than the R-spirals, as they offer 


considerable resistence to stretching (compare also figs. 8 and 10, photo- 


graphs taken at the same magnification). 


Only transverse microtome sections will show the R-spirals, as in fig. 1, 
as the knife removes most of them from longitudinal sections. When we 
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remarkable uniformity in 


Fig. 2: Isolated R- and NR-spirals. 
Camera lucida drawing, 500 X. 
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comminute bulb tissue in a Waring blendor (W.B.), the R-spirals-are torn 
from the vessels and they wind themselves around the screw. Therefore 


R-vessels. 





longitudinal sections and “W. B.-fragments” can 
be used for the study of NR-spirals and empty 


When microtome sections are stained with saffra- 
nin and light green, the cell walls and R-spirals 
appear as green-coloured structures, the NR-spirals 
The latter showed either 
narrow attachment or, espicially the thicker ones, 


As an additional feature NR- 


Fig. 3. Narrow im- 
pression inside a 
ehdde ames tale bs assuming a red colour. 
a NR-spiral. 
3 a broad attachment. 
spirals appeared to be glued to the wall by means of a green-staining 
substance, which also could 


be seen sticking to the spirals 
at spots from which the wall 
of the vessel had been removed. 
When NR-spirals had _ been 
forcibly detached they left 
white impressions in the green 
coating of the wall. Some- 
times the impression of a nar- 
row edge could be clearly seen 


(fig. 3). 
In W.B.-fragments many 
empty vessels and_ tracheids 


are found. The removed R- 
spirals leave a pattern of im- 
pressions on the wall (fig. 4). 
Again there is a thin coating 
layer of a substance in which 
the impressions are made. 
This substance stains with 
ruthenium red and_ therefore 
is pectin. A coating pectin 
layer seems to be a feature of 
all xylem elements in Scilla 


Fig. 4. 








Xylem elements with impressions 


left by R-spirals. 
with ruthenium red. 


W. B.-fragment, stained 


Phase-contrast, blue 


ovatifolia, independent of their filter. 500 X. 
carrying R- or RN-spirals. 

After treatment with Schulze’s or Jeffrey's solution, with 62% 
H,SO,, or with cuprammonium hydro- 
xide, the pectin layer is broken up 

& into a conglomerate of what appears 

to be droplets. Similar “droplets” 

Fig. 5 NR-spivals, swollen io also may be found adhering to _ iso- 

cuprammonium hydroxide, lated parts of NR-spirals (fig. 5), or 
covered with “droplets”. R-spirals. 


Protoplasma, Bd. XLIII/4. 


34 
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In one case the Waring blendor had torn up the wall of a vessel. Fig. 6 
clearly shows that strips corresponding to the impressions were isolated. 


Cleavage took place along lines 
marked by the pectin ridges, which 
therefore, by displaying a certain 
rigidity, seem to add additional 
strenggth to the structure of the 
wall. 


3. Structure and Behaviour of 
R- and NR-spirals 
(a) R-spirals. 

Isolated R-spirals from the bulb 
scales of Scilla ovatifolia were 
stretched as far as possible and an 
X-ray diagram was made of a 
bundle of these, the beam being 
directed perpendicular to the long 
Fig. 6. Two vessels showing R-spiral im- axis of the threads. Complete 
pressions, part of which have been iso- parallel orientation could not be 


lated. W.B.-fragment, stained with ru- obtained so that most of the re- 
thenium red. Phase-contrast, blue filter. flections fused in rings. The dia- 





500 X. gram was compared with one ob- 

tained from stem fibres of the weed 

Araujia sericifera, where a high degree of parallel micellar orientation 

was found. The main equatorial reflections (101, 101 and 002) coincided 

in both diagrams when superposed. Moreover, mercerised R-spirals gave 

reflections characteristic for cellulose II [6]. Therefore there can be no 
doubt that the main constituent of the R-fibres is cellulose. 


The threads show a fairly strong birefringence between crossed nicols. 
As was to be expected, they show addition colours when the main axis of 
a gypsum platelet red I is orientated parallel to the long axis. The threads 
are therefore positive monoaxial. 


Measurements with the aid of a Berek compensator gave a mean value 
of 0.027 for birefringence (based on a mean thickness 


of 2700mu). The same value has been found for 
similar threads in cells of Cobaea. 

After swelling in conc. ZnCl, or in 85% H,POs iso- 2 
lated dry R-spirals stain purplish with iodine. At mR, 
the same time they show a number of dark coloured 2 


cross bands, often giving a picture that does remind 


‘ Fig. 7.  R-spiral 
one of salivary gland chromosomes. ete 4 


stained in chloro- 
The dark cross bands alternate with light parts, jodide of zinc (a). 


but between crossed nicols they shine out more The same part be- 
brightly. They correspond to spots where the tween crossed nicols 
thread is widened slightly (fig. 7). (b). 1250 < 











nated War in 





R-spirals neither stain with thiobarbituric acid [3] nor with phloro- 
glucine + HCl, and therefore they do not contain lignin. 
The threads are easily split up longitudinally by the action of the 





Fig. 8. Longitudinally split R-spirals. Phase-contrast, blue filter. 500 X. 


blendor. In many cases a superficial strip is torn off (fig. 8s), and this 
may become further subdivided into thin fibrils (fig. 8m). It follows that 


the spirals have the com- 
mon fibrillar structure. 
The thin isolated fibres 
show the same optical be- 
haviour as_ the intact 
spirals. 

In a diluted solution 
of cuprammonium hydro- 
xide (which dissolved cot- 
ton hairs) the R-spirals 
show limited swelling to 
about 4.5 the original 
diameter. In a strong so- 
lution of cuprammonium 
hydroxide they are trans- 
formed into flat transpa- 
rent tapes (fi. 9) which can 
be observed only by the 
use of phase contrast. In 
most cases the picture was 
that of fig. 9c with more 
irregular contours. The 
narrow side can be clearly 
seen turning in spiral fa- 
shion. It looks as if this 


residue is a resistant thin cuticle which originally covered the spiral. As 
isolated R-spirals do not stain with ruthenium red such a cuticle could 


not consist of pectin. 
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Fig. 9. Residues left by R-spirals after the action 
of a strong cuprammonium hydroxide solution. 
a, b, c: different shapes. 
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Essentially the same picture is obtained when R-spirals are nitrated 
during 15 min. in a cold mixture of 1 part conc. HNO, to 2 parts conc. 
H,SO,, washed with much water and observed in acetone. The residues are 
supple membranes which crumple easily when moved by streams in the 
liquid, and which disintegrate in water. 

The differential swelling power of water and acetone can be used to 
separate the membranes from the threads before the nitro-cellulose dissolves. 





Fig. 10. Stretched and partly relaxed NR-spiral from Scilla ovatifolia, Note 
the double structure in part of the spiral. Phase-contrast, blue filter. 500 X. 


In 80% acetone the threads show the first clear signs of swelling, in 90% 
acetone they assume a rugged and scaly appearance, in 92% acetone they 
all have been transformed into flat twisted residues. The critical concen- 
tration is 91% acetone. At this concentration the threads are greatly 
swollen and a membrane can be seen lifted off the inner core of nitro- 
cellulose. Evidently the water causes swelling of this membrane, and as 
parts of the latter stili stick io the swollen nitro-cellulose, it is folded. The 
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picture may be similar to that reproduced by Roelofsen and Houwink 
in Protoplasma 40 (1951) p. 13, or the membrane enwraps the nitro- 
cellulose core in large loose folds. Sometimes a longitudinal fissure causes 
the membrane to spread out like a fan. Now slight increase in acetone 
concentration will dissolve the nitro-cellulose completely. The membrane 
left shows the same structural details as could be recognised in the thread 
when the nitro-cellulose was still present. This observation is considered 
to be definite proof of the existence of a cuticle covering R-spirals in 
Scilla ovatifolia. The cuticle reminds 
one of the “skin-substance” of fibres [5]. 

It should be noted that swelling of the 
R-spirals in cuprammonium hydroxide 
seems to be much more difficult after 
treatment of the isolated threads with hot 
17% KOH or with hot chloroform. The 
picture is that of smooth round threads 
which may become somewhat flattened 
but never reach_ the 
stage of the entirely flat 
residue of fig. 9. The 

“droplets” mentioned 
above never appear and 
therefore these might be 
of a fatty nature. A* 
the same time NR-spiré 
dissolve completely, - a 
described below. The cu- 
ticle itself does not ap- 
pear to consist of fatty 
substances. 


Part of the cuticle 
can be removed by 
R-spirals with dilute 
HCl. The swelling of the nitrated threads in 91% acetone is now found to 
be much stronger. After complete removal of the cuticle no residues are left 
and the threads dissolve completely, leaving a gelatinous layer when the 
acetone evaporates. Transitory stages show balloon swelling, like that de- 
scribed for cotton hairs in cuprammonium hydroxide, and residues showing 
big holes or having a frayed appearance. It has not been possible to 
classify the chemical nature of the cuticle. 














Fig. 114. A NR-spiral as it 
appeared after swelling in 
85% HsPO,. Phase-contrast, 
blue filter. 1250 x. 


(b) NR-spirals. 


The non-removable spirals stain with saffranin, phloroglucine + HCl, 
and thiobarbituric acid, sufficient proof that they are lignified (figs. 1 and 2). 
They are much more rigid than R-spirals and will always regain the 
original spiral form when snapping back after having been stretched 
(fig. 10). 

















436 N. P. Badenhuizen 

In chloroiodide of zinc, cell walls and vessel walls stain violet, but NR- 
spirals stain yellow, as is to be expected. 

Isolated pieces of the thickest NR-spirals, after swelling in 85% H,PO,, 
may give pictures like that of fig. 11. There are indications of longitudinal, 
and transverse structures, which have not been further investigated. 

These spirals never become flat bands after swelling but always retain 
their original oval or round profile (figs. 5 and 11). In strong cupram- 
monium hydroxide they become 
more and more transparent dur- 
ing swelling till at last they are 
dissolved completely, leaving 
behind the residue of a sub- 
stance originally located be- 
tween the spirals and inside the 
helix (fig. 12). This substance 
appears to cement the spirals 
together so that they do noi 
unwind during the process of 
swelling. No trace of an outer 
skin is left. 

Exactly the same thing hap- 
pens after treatment of nitrated 
W.B.-fragments with acetone. 
In this case addition of water 
causes the cementing substance 
to become a shapeless mass. 

' The red colour of ruthenium 
red-stained W.B.-fragments is 
not affected by the addition of 
strong cuprammonium hydro- 
Fig. 12. NR-spirals after swelling in cu- xide. After the NR-spirals have 
prammonium hydroxide. Phase-contrast, wriggled out of a piece of tissue 

blue filter. 500 X. like huge maggots, the cement- 

ing substance (which is not vi- 

sible in the spirals before swelling) does not appear to be red and therefore 

does not contain pectin. In an iodine solution, however, it becomes yellow 

and this might be an indication that we are dealing with protoplasmic 
residues. 





4. Comparison with some Other Plants 


As a general rule it can be said that in all cases presently investigated 
NR-spirals were strongly lignified. In most plants they had a very limited 
swelling power, Scilla ovatifolia (bulb scales) being an exception in this 
respect. The same strong solution of cuprammonium hydroxide that would 
dissolve the NR-spirals of Scilla ovatifolia, for example, caused only little 
swelling of the spirals in Begonia. Nitration and swelling in acetone always 
produced the same results as observed with cuprammonium hydroxide. 
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In plants containing R-spirals different instructive variations were 
found. They constitute transitory stages from one extreme to another. 
The few species investigated contained much less R-spirals than Scilla 
ovatifolia. 

In Agapanthus umbellatus the R-spirals in the leaves mutually differ 
more in diameter than those in the 
bulb scales of Scilla ovatifolia. They 
are not lignified, except the thickest 
ones, which can be weakly stained 
with phloroglucine + HCl.  Evi- 
dently a slight lignification does not 
prevent spirals from belonging to Fig. 13. Three-fold R-spirals in the 
the removable type. leaves of Scilla graminifolia, with tight 

Leaves of Scilla ovatifolia and packing of turns. 
other Scilla species also contain 
a few R-spirals which are weakly lignified. In strong cuprammonium 
hydroxide the non lignified threads swelled to twisted flatened bands. 

In the leaves of Scilla graminifolia, Scilla neglecta and some other spe- 
cies two- or manifold R-spirals were found to occur next to single spirals. 

In these cases the xylem elements may contain from two 
to several spirals closely wound together (fig. 13). During 
stretching and swelling the individual spirals do not get 
separated but they swell in groups. For the rest they 
behave in exactly the same manner as described for the 
R-spirals from the bulb of Scilla ovatifolia, leaving a flat 
residue after swelling. This tight packing of spirals can 
not be a factor in opposing easy removal, as manifold 
spirals seem to come out as smoothly as single spirals. Fig. 10 
shows how manifold spirals may be formed. out of a single one. 





A few removable spirals can be found in the leaves of 

Eucomis undulata. These spirals stain violet with phloro- 
glucine + HCl, and they break off easily. Their remo- 
rn vability is limited. 
Fig. 14.  Im- } ; . ie Sb ; 
pressions left Lastly it may be mentioned that in Drimiopsis minor 
by NR-spirals (no R-spirals present) no pectin coating of the vessel wall 
in the wall of could be observed, although in some cases, where spirals 
a xylem vessel had been removed, the impressions left in the vessel wall 
of Drimiopsis. were very pronounced (fig. 14). 


5. Discussion 


Our results, obtained from Scilla ovatifolia (bulb scales) where remov- 
able and non-removable spirals can be studied side by side, tend to con- 
firm those of Baecker [2], viz. that the profile of the threads (whether 
with broad or narrow attachment) is not of importance, as NR-spirals can 
have either shape. Furthermore, both R- and NR-spirals can be found 
embedded in a thin pectin layer coating the wall of the vessel, which is in 
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direct conflict with the statements of Moog [7]. Lastly we found NR- 
spirals leaving clear impressions in the vessel wall itself (Drimiopsis) and 
in this case no trace of a coating layer could be found. 

Possible factors which may determine either R- or NR-character of 
a spiral will emerge from the enumeration of a number of their character- 
istic properties, as found in Scilla ovatifolia: 








| R-spirals | NR-spirals 
chemical composition ....... | cellulose | strongly lignified 
NNO oo os ee ee ae eo Sats | supple rigid 
behaviour after swelling. .... . | leave a residue dissolve completely 


Two arguments make it probable that the residue left by R-spirals after 
swelling in cuprammonium hydroxide is a thin cuticle covering the entire 
thread. In the first place this residue is a flattened, often twisted band, 
whereas the original thread is round. This is easily explained by assuming 
that the cellulose is dissolved out, whereafter the thin membrane collapses. 
It may be remarked that the cuprammonium hydroxide solution used for 
these investigations was made by dissolving copper in ammonia under 
standard conditions and that this solution dissolved NR-spirals completely. 

In the second place a definite membrane can be lifted off the swollen 
core of nitrated cellulose in 91% acetone. Both core and membrane will 
have been nitrated. The nitrated cellulose is greatly swollen by the acetone 
but there seems to be just enough water present to prevent its complete 
dissolution. On the other hand there is not enough water present to cause 
disintegration of the cuticle which therefore only shows a certain amount 
of swelling. As the cuticle sticks to the nitro-cellulose core, it lacks 
space for expansion and as a result it will produce folds on those spots 
where the swelling force can overcome the adhesion force. These same 
folds are found back in the residues when we now dissolve the nitro- 
cellulose core by slightly increasing the acetone concentration. The 
different behaviour of core and mémbrane of nitrated thivads in 91% 
acetone shows that the chemical structure of the cuticle must be different 
from that of cellulose. 

We then come to the conclusion that in Scilla ovatifolia removability 
of spirals is dependent on their degree of suppleness (which is determined 
by lack of lignin) and by the presence of a smooth cuticle of non-cellulose 
material, which is very resistent to the swelling agents employed and which 
makes the attachment to the wall a very loose one. 

In Scilla ovatifolia NR-spirals are found in the protoxylem, R-spirals 
in the metaxylem. The factors influencing this sudden change in develop- 
ment of the procambial strands can perhaps be studied in tissue cul- 
tures. A still more difficult problem is awaiting us in a study of the 
development of R-spirals themselves, where we have to assume that the 
deposit of cellulose comes to a sudden stop after which a cuticle is formed. 








ns Pe PNET ATURE RA PE TTD 

















Some Observations on Removable Spirals in Scilla ovatifolia Bak. 439 


The fact that the residue does not disintegrate in the swelling agents 
rules out the possibility that it would be formed by the confluence of 
cellulosic layers, in analogy to what happens during the swelling of a starch 
grain [1]. Also, at no stage of the swelling process does a layering become 
visible. 

The causes of the great swelling power of NR-spirals in Scilla ovatifolia 
as compared to the limited swelling power of NR-spirals in other plants 
still has to be investigated. 

Rigidity can be caused by incrustation with lignin, or by a cementing 
substance which binds the turns of the spiral together, or by a combination 
of these possibilities. The cementing substance probably consists of proto- 
plasmic residues, and this would point to a greater protoplasmic activity 
during the production of NR-spirals in comparison to R-spirals. Cases 
like that of Eucomis make it probable that an increased lignin content 
makes R-spirals less supple, until at a certain critical lignin content they 
become of the NR-type. 

Although it is not possible to demonstrate a cuticle in weakly lignified 
R-spirals, we might assume that the presence of such a cuticle would be 
a decisive factor for these spirals being removable at all. 

The fact that intact R-spirals of Scilla ovatifolia can be stained with dif- 
ficulty only in chloroiodide of zinc is a further argument for the existence 
of a protecting cuticle but may also point to a very compact structure of 
the threads with a high degree of micellar orientation. This is confirmed 
by the optical behaviour and also by the fact that some spots take up stains 
very easily (fig.7). There is no doubt that these spots are damaged parts, 
and correspond to dislocation figures as described by Frey- Wyssling [4]. 
As these dislocation figures are characteristic for fibres consisting of almost 
pure cellulose with a high degree of parallel orientation of the molecules, 
their appearance can be used as a characteristic feature of true R-spirals, 
to distinguish them from NR-spirals. 


6. Summary 


From a study of Scilla ovatifolia it appears that removability of spirals 
from xylem conducting tissue is independent of the shape of the spiral, and 
also independent of the presence or absence of a thin pectin layer coating 
the wall of the vessel or tracheid, but that it is dependent on the structure 
of the threads. The removable (R-)spirals are characterized by their 
suppleness and the existence of a thin cuticle covering the threads. This 
cuticle forms a lubricating medium between the spiral and the wall of the 
xylem conducting element. R-spirals can be recognised by the occurrence 
of dislocation figures as revealed e.g. by staining with chloroiodide of zinc. 
With the possible exception of the cuticle the R-spirals of Scilla ovatifolia 
consist of almost pure cellulose with a high degree of micellar orientation. 

A comparison with other plant species shows that suppleness can be 
decreased by lignin incrustation, and the presence of cementing substances. 
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A smooth surface, however, as provided by a cuticle, is likely to be the main 
factor determining removability. 
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pH-Werte alkalischer Phosphatpufferlésungen 


Von 


Helmut Kinzel 


Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitat Wien 
Mit 2 Textabbildungen 


(Eingelangt am 23. Juli 1953) 


Zur Untersuchung biologischer Vorgainge in einem wasserigen Medium 
von bestimmter Wasserstoffionenkonzentration fiihrte Strugger (1935) die 
in der physikalischhen Chemie damals schon bekannten Phosphatpuffer- 
lésungen ein. Diese Lésungen sind inzwischen zum taglichen Handwerks- 
zeug bei Vitalfarbeversuchen und auch in anderen Teildisziplinen der Zell- 
physiologie geworden. Andere Pufferlésungen haben sich nicht in diesem 
MaRe bewihrt, die Acetatpuffer beispielsweise deshalb nicht, weil die Essig- 
saure merklich durch das lebende Plasma permeiert und dieses schadigt. 


Im sauren Bereich sind diese Lésungen leicht zu handhaben und leicht 
beziiglich ihres pH-Wertes zu iiberpriifen. Im alkalischen Bereich treten 
Schwierigkeiten auf: Erstens fallt die im Gebrauch so bequeme Chinhydron- 
elektrode aus und zweitens sind die alkalischen Puffer empfindlicher gegen 
AuReneinfliisse, weil ja die Kohlensaiure der Luft ihre cH verandern kann. 
Prof. Héfler regte deshalb an, zu den von Drawert (1937) und Strug- 
ger-(1938 und 1949) bereits angegebenen Werten hinzu noch eine neue 
Reihe durchzumessen. Dazu stand uns als Ergainzung des im Institut vor- 
handenen Lautenschlager-lonometers eine vor kurzem von der gleichen 
Firma bezogene Glaselektrode zur Verfiigung. 


Es kam mir dabei weniger darauf an, unter subtilsten Bedingungen 
Werte von hoher Priazision zu erhalten, als nachzupriifen, wieweit die 
angegebenen Werte unter normalen Laboratoriumsbedingungen reprodu- 
zierbar sind, welche Veranderungen der Zusatz von Farbstoff bewirkt und 
wie es um die Haltbarkeit der Lésungen besiellt ist. 

Die Glaselektrode ist eine sehr diinnwandige Glaskugel, die mit einer 
von der Firma beigegebenen Speziallésung gefiillt wird. In diese Lésung 
wird eine Ag/AgCl-Ableitungselektrode eingefiihrt. Die so ausgestattete 
Glaskugel taucht nun in die zu messende Lésung. Als zweites Glied der 
Mefikette dient eine gesittigte Kalomelelektrode. Diese beiden Elektroden 
sind in Form einer Durchflu&kette angeordnet: Ein U-férmiges Glasgefak 
tragt in seinem einen, engeren Schenkel die Kalomelelektrode und das 
Thermometer, wihrend in den anderen, weiteren die Glaselektrode ein- 
Protoplasma, Bd. XLIII/4. 36 
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gefiihrt wird und dauernd dort verbleibt. Durch einen seitlichen Ansatz am 
weiteren Schenkel wird die zu messende Fliissigkeit eingegossen, durch 
einen zweiten Ansatz am Grunde des U-Rohres kann sie nachher wieder 
abgelassen werden. Dadurch lassen sich die Messungen bedeutend be- 
quemer und rascher durchfiihren als mit der Chinhydron- und der Wasser- 
stoffelektrode. Leider braucht man fiir jede Messung eine betriachtliche Fliis- 
sigkeitsmenge (etwa 50cm’). An das Ionometer anschliefen lat sich nur 
die niederohmige Ausfiihrung der Glaselektrode, und auch diese nur, wenn 
auf die Mefiskala ein Ablesemikroskop aufgesetzt wird. Der innere Wider- 
stand der Kette ist ja trotzdem sehr hoch und die Ausschlage des Galvano- 
meters sind dementsprechend recht klein. Mit Hilfe des von der Firma 
mitgelieferten Ablesemikroskops laft sich aber eine Ablesegenauigkeit von 
0,02 pH-Einheiten erzielen, was alle Anforderungen der Praxis befriedigt. 
Die Kette zeigt, wenn die Glaselektrode mit der Speziallésung gefiillt ist, 
dieselbe Potentialdifferenz wie eine mit einer Chinhydronelektrode aus- 
gestattete MeRkette unter gleichen Bedingungen. Sie erlaubt aber auch 
Messungen im alkalischen Gebiet, wo die Chinhydronelektrode versagt, bis 
in den Bereich von pH 11. Die Glaselektroden zeigen allgemein individuelle 
Abweichungen von den theoretischen Mefiwerten, so da jede Elektrode zu- 
erst mit Pufferlésungen von genau bekanntem pH geeicht werden muf. 
Die Firma Lautenschlager lieferte uns zwei Standard-Puffer: eine 
Standard-Acetatlésung mit dem pH 4,62 bei 18° und eine Salzmischung fiir 
die Herstellung eines Puffers von pH 9,10 bei 18°. Die Messungen mit der 
Glaselektrode ergaben fiir den ersten Fall 4,52/18°, fiir den zweiten Fall 
8,98/18,5°. Die Elektrodenkorrektur zeigt also bis pH 9 den erfreulich kon- 
stanten Wert 0,1 bis 0,12 pH-Einheiten. Puffer fiir starker alkalische Be- 
reiche konnte uns die genannte Firma nicht liefern, doch empfahl sie uns 
in einer brieflichen Mitteilung die Verwendung einer aus Natrium carboni- 
cum anhydr. pro anal. (Merck) hergestellte n/10 Sodalésung, die pH 11,1 
bis 11,2 zeigen soll. Mit der Glaselektrode gemessen, zeigte eine solche Lé- 
sung den Ablesewert 10,78/18°. Der Korrekturwert betragt also 0,3 bis 0,4 
und ist somit wesentlich gréRer als bei pH 9. Hier scheint bereits der 
Alkalifehler des Glases in Erscheinung zu treten. Um den Verlauf des 
Korrekturwertes zwischen pH 9 und 11 zu erfassen, stellte ich noch drei 
Stufen des Glykokoll-NaOH-Puffers nach Sérensen her (Vorschrifien bei 
Kolthoff 1928). Das Ergebnis war folgendes: 








Theoret. pH-Wert | Mefwert | Korrekturwert 
9,36/18° 9,16/18° | 0,20 
9,71/18° 9,48/18° | 0,23 

10,14/18° | 9,82/18° | 0,32 


In der Kurve (Abb. 1) sind alle so erhaltenen Korrekturwerte gegen die 
entsprechenden pH-Mefiwerte aufgetragen’. Wie ersichtlich, waren wirk- 

1 Die Eichkurve gilt natiirlich nur fiir die an unserem Institut in Verwendung 
stehende Glaselektrode. Sie wurde wiedergegeben, um die Verwendbarkeit dieser 
Art von Elektroden in verschiedenen pH-Bereichen beispielsweise zu zeigen und 
um die weiter unten angefiihrten Elektrodenkorrektur-Werte zu belegen. 
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lich exakte MeRresultate nur bis pH 9 zu erwarten. Héhere pH-Werte 
waren nur mit einer kleinen Unsicherheit von 0,05 bis 0,1 pH-Einheiten 
erfafbar. Ich schrieb daher in der Schluftabelle zu allen solchen Werten 
+ Of. 

Aufgabe der Arbeit waren pH-Bestimmungen an Mischungen von pri- 
marem und tertiirem Phosphat. Die Stammsubstanzen waren KH,PO, 
(,.Kalium biphosphoricum puriss.*) und Na,PQ,. (theor.!) 12 H,O (,,Natrium 
phosphoricum tribasicum puriss.) der Heilmittelwerke Wien. Das pri- 
mire Phosphat ist laut Formel kristallwasserfrei, das tertiare soll 12 Mole- 
kiile Kristallwasser enthalten. Durch friihere Erfahrungen belehrt, legten 
wir Wert auf eine Uberpriifung des Kristallwassergehaltes. Herr Prof. 
Dr. F. Galinovsky vom II. Chemischen Institut der Universitat war so 
liebenswiirdig, dieselbe vorzunehmen, wofiir wir ihm hier nochmals herz- 
lich danken méchten. Die Untersuchung ergab, daft das primaire Phosphat 
formelrichtig, also kristallwasserfrei war. Das tertiire hingegen enthielt 
keineswegs 12 Mole- 
kiile Kristallwasser, 
sondern nur 7,8. Bei 9% 
formelrichtiger Zusam- . 

os 03 
mensetzung miiften 
633g Na,PO, auf gp 
250cm* eingewogen 
werden, um_ eine 07 
1/15 molare Lésung zu 
erhalten, von unserem 4 5 6 7 8 9 0 17 


Pra t jedoch 
5.076, Dies ist hia Abb. 1 Eichkurve der verwendeten Glaselektrode. Ab- 


lich ein ansehnlicher ‘2i8se: PH-Ablesewerte. Ordinate: Abweichung des Ab- 
Unterschied, und eine lesewertes vom theoretischen Wert in pH-Einheiten 
Vernadhlissigung des (= Elektrodenkorrektur). 
Kristallwassergehaltes 

kann daher einen betrachtlichen Fehler in der Zusammensetzung und im 
pH-Wert der Puffer bewirken, auf den ich hier mit Nachdruck aufmerk- 
sam machen michte *. 

Die Stammlésungen wurden in folgender Weise hergestellt: 4,5363 ¢ 
des oben erwahnten Praparates von primaérem Kaliumphosphat wurden 
mit ausgekochtem, destilliertem Wasser zu 500cm* gelést und in einer 
automatischen Biirette aufbewahrt. Ebenso wurden 10,1499 g des tertiaren 
Natriumphosphates gelést und aufbewahrt. Hier wurde noch zur Abhal- 
tung der Luftkohlensiure beiderseits ein Natronkalkrohr angebracht. Es 
wurden jeweils 10 cm*® m/15 Puffergemisch hergestellt und mit gew6hnlichem 
destilliertem Wasser auf das Zehnfache verdiinnt. Am Anfang wurde von 
den erhaltenen 100cm* die Halfte zum Ausspiilen der Durchflufkette ver- 
wendet, wahrend mit den restlichen 50cm* die Messung durchgefiihrt 
wurde. Diese Mafinahme erwies sich dann jedoch als iiberfliissig. Auch wenn 
die zu messende Lésung direkt in das mit Wasser durchgespiilte Mefgefak 
eingefiillt wurde, erhielt ich die richtigen pH-Werte. In Tab. 1 sind die 
Messungen an frischen, ungefarbten Pufferlésungen wiedergegeben. Bei den 

















2? Vel. Héfler u. Schindler 1951, S. 143, und Hirn 1953. 






























































































































444 H. Kinzel 

meisten Gemischen wurde die Reproduzierbarkeit ihres pH-Wertes iiber- 

priift, indem, wie aus der Tabelle ersichtlich, zu verschiedenen Zeitpunkten 

aus den identischen Stammlésungen die betreffenden Mischungen hergestellt 

Tabelle 1. of 
| Ab- 
em?’ em’ Tem- . gerun- cI 
KH2PO,|NagPO,| C" [Datum|pera-| Ablese- | 7. x. | E.K. | pH-Wert | Mittel- | Geter KH, 
m/15 | m/15 | °? ter} °° Mittel- m 
wert 
| | ieee 

10 0 | 90 | 9.1L] 17° 4,74 | — 002 +0,10} 4,82 1 
10 0 | 90 |12.11.! 19°} 4,66 | +0,02/+0,10] 4,78 anes | 438 1 
10 0 | 90 |13.V.| 16° | 462 |—0,04| + 0,10 4,68 , ; _ 
10 | O | 90 | 15.Vv.| 17 4,66 |—0,02\+0,10| 4,74 
9 | 1 | 90 |10.1IL) 16° 6,32 |—0,02/+0,10| 6,40 

| | 6,40 | 6,4 
9 | 1 | 90 |15.v.| 17° 632 |—0,02/+0,10/ 6,40 
gs | 2 | 9 | 911 17 6,66 — |+40,10] 6,76 
| | 6,79 | 68 
s | 2 | 90 |15v.| 17%] 672 | — |+0,10| 682 

pene) Meer Aeie | irene) 1a raed 
7 | 8 | 90 | 9.11. /17,5°) 6,98 — |+o12| 7,10 a oe a 
ae ee | 90 | 19.V.| 22° 6,96 | + 0,02) + 0,12 7,10 : ' 

Bde Sta ee a BERS Re | ened Fon 
6 | 4 | 90 | 10.111.) 16° 7,38 |—0,02/+0,12| 7,48 | ass | 25 4 
6 | 4 | 90 | 20.V. 23,5°) 7,88—40 | + 0,04) + 0,12) 7,54—56 , : 4 
5 | 5 | 90/1011) 16] 818 | — + 0,12 | 8,30 | ite dices 
5 | 5 | 90 | 20.V.) 23°) 816 | + 0,02) + 0,12) — 8,80 , ; 

45 | 55 | 90 |13.1. 19° | 954-56| — |+0,20| 9,74—76 } 0795 | 98 : 
45 | 55 | 90 | 20.V. 235°) 9,64 |—0,02)+0,20| 9,82 4460 
HERS ear: eves, | etree i cum 

| | 

4 | 6 | 90 10.111.) 16° | 10,36 | + 0,02 | + 0,82 10,70 1 10,655 10,7 

4 | 6 | 90 |1.VI. | 20° | 10,30—32 |— 0,02 | + 0,82 | 10,60—62 ~~ (+0,1) 
es ea a ee TAR 

| | | 

a | 7 | 90 |10.111.| 16° | 10,78 1+ 0,02 +0,40| 11,20 

3 | 7 | 90 |24.tv.| 16°] 10,78 | +0,02)+0,40) 11,20 | 44 o195| 11,2 

3 7 | 90 | 13.V. | 16°9| 10,84—86 | + 0,02 + 0,42 11,28—30 : (+ 0,1) 

3 7 | 90 |2.VI.| 19° | 10,76 ~ | + 0,40 11,16 














und gleich gemessen wurden. T. K. bedeutet Temperaturkorrektur. Sie 
wurde einer von der Firma Lautenschlager der Glaselektrode beigegebenen 
Tabelle entnommen. E. K. ist die aus der weiter oben abgebildeten Eich- 
kurve entnommene Elektrodenkorrektur. Die Mittelwerte wurden auf 
Zehntel-pH-Einheiten auf- bzw. abgerundet. 

Daneben untersuchte ich noch die Wirkung eines Farbstoffzusatzes auf 
den pH-Wert der Puffer. Ich verwendete den an unserem Institut haufig 














































































































pH-Werte alkalischer Phosphatpufferlésungen 445 
gebrauchten Fluoreszenzfarbstoff Acridinorange. Er wurde in einer-solchen 
Menge zugesetzt, daft die iibliche Farbstoffkonzentration 1 : 10.000 resul- 
tierte. Die Ergebnisse gibt Tab. 2 wieder. 
Tabelle 2. 
q 
| | Abge- 
Ly i A Pel nd Tem-| blese- | Mittel- | ran- 
KH,PO,|NasPO,| Acr.-Or.| 7'| Datum | pera | at | T. K. | E. K. | pH-Wert | “) 4 | deter 
m/15 | m/15 | 1:1000 |"? oe | ‘Mittel- 
| | | wert 
| | | | | 
| | 
10 0 10 80 | 15. V. | 17° | 4,42—44 |— 002 + 0,10} 4,50—52 I 4,625 46 
10 | 0 | 10 | 80] avE) 19 | 462 | +002/+0,10) 474 | Be 
silos fs AE SENS 5) sb beg RA le eee eee oie a B38: 
9 | 1 | 10 | 80) 15.v.| 17° | 684 |—002/+010) 642 | — | 64 
en eens = SN. = — [ — 
8 2 10 | 80} 15.V. | 17° 6,74 — |--GnM 6,84 } 6.925 | 68 
8 2 | 10 | 80| 3.Vvi. | 19 | 670-72 | — | + a0 wal ™ |" 
aes — ||| | __}—__|_ — RE: Boe 
7 3 10 | 80 19. V. | 22° | 6,96—98 [+ 002) + 0,t2 7,10—12 | — 7,1 
sa |—— aire — -———|- — a 
6 | 4 10 | 80 | 20. V. | 28° 7,36 | +0,04)+0,12) 7,52 | — 7,5 
Sanenerarices | 
5 | 5 10 80 20. V. | 23° 8,06 + 0,02 | + 0,12 8,20 | _ | 8,2 
ees, koe ee as Ee: | —|---— SS) ns 
4,5 | 55 | 10 80 | 20. V. | 23° 9,38 — + 0,18 9,56 } 9.585 9,6 
45 | 5D | 10 | 80 | 3. VI. | 19° | 944-46 | — |+40,18| 9,62-64|f °°? (+0,1) 
Se SPS PTL Grey os eae ee 
er | 10 | 80%] 1. VI. | 20°| 10,18 st | + 0,80 10,48 a 
| 4 | 6 | 10 | 80% 1. VL. 10,18—20 + 0,30| 10,48—50 10,483 ee 01) 
4 | 6 | 10 | 80% 2VI. 10,18 +030) 10,48 
| 
} = — ; tne eR cP ee pag _ —_— | ues os 
; | | 0 BA, | 11,0 
3 7 10 | 80 | 2. VI. | 19,5 | 10,68 |—0,02| + 0,38 | 11,04 (40,1) 





1 Um festzustellen, ob die Art des Farbstoffzusatzes eine Rolle spielt, wurde 
in diesem Falle der Farbstoff zur m/15-Puffermischung zugesetzt und die Lésung 
erst dann verdiinnt. Sie zeigte nun eine leichte, flockige Triibung. 


? Die Farbstofflésung wurde erst nach dem Verdiinnen des Puffers .zugesetzt. 


Die Lésung war nur schwadch getriibt. 


*’ Hier wurde im Gegensatz zu den beiden vorigen Versuchen, in denen mit 
einer einige Wochen alten Acridinorange-Stammlésung gearbeitet wurde, eine 


am Vortage hergestellie Farbstofflésung verwendet, 


des Puffers zugesetzt wurde. 


die nach dem Verdiinnen 


Wie aus der Tabelle ersichtlichh, haben diese Variationen der Herstellungsart 
auf den pH-Wert der Lésungen praktisch keinen Einfluf. 


Eine Gegeniiberstellung der erhalienen runden Mittelwerte gibi die 


Tab. 3 
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Tab. 3. pH-Werte ungefarbter und gefirbter m/150 Pufferlésungen. 

















Mischungsverhiltnis der Stammldsungen pH pH 
dies Dake | mit Acridinorange 
primar tertiar 1: 10.000 
10 0 48 | 4,6 
9 1 6,4 6,4 
8 2 6,8 eax 
7 3 7,1 | 7,1 
6 4 7,5 7,5 
5 5 8,3 | 8,2 
45 5,5 9,8 + 0,1 9,6 + 0,1 
4 | 6 10,7 + 0,1 10,5 + 0,1 
3 | 7 11,2 + 0,1 11,0 + 0,1 








Auf Abb. 2 ist die Abhangigkeit des pH-Wertes von der Zusammen- 
setzung der Pufferlésungen in Kurvenform dargestellt. Die Kurve ist vor 
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» 8 7 6 5 45 4 3 

0 1 2 3 4 5 55 6 7 

Abb. 2. Abhangigkeit des pH-Wertes der Puffer von 

ihrer Zusammensetzung. Abszisse: Obere Zeile = 

Volumteile KH2PO,-Lésung, untere Zeile = Volum- 

teile NasPO.-Lésung. Ordinate: pH-Werte der auf 
m/i50 verdiinnten Puffer. 


allem dadurch charakie- 
risiert, da sie im Neu- 
tralbereich ziemlich flach 
verlauft, wahrend sie um 
pH 9 einen steilen An- 
stieg zeigt. Der flache 
Verlauf der Kurve be- 
deutet, dai sich der pH- 
Wert der Gemische nur 
wenig mit ihrer Zusam- 
mensetzung andert, d. h. 
daft die Pufferwirkung in 
diesem Bereich grof ist. Im 
steilen Kurvenstiick dage- 
gen bewirkt eine gering- 
fiigige Veranderung der 
Zusammensetzung eine 
bedeutende Verschiebung 
des pH-Wertes, d. h. also: 
In diesem Bereich besteht 
eine schlechtere Puffer- 
wirkung. Ganz im Ein- 
klang damit steht die Be- 
obachtung, da zwischen 
pH 6,4 und 7.5, also im 
Bereich guter Pufferwir- 
kung, der pH-Wert der 
Pufferlésungen durch den 
Zusatz des Farbstoffes 
nicht verdndert wird, 
wahrend im Bereiche des 


steileren Kurvenverlaufes der pH-Wert dadurch um maximal 0,2 Ein- 


heiten gesenkt wird. Ebenso kann man bei genauem Vergleich der verschie- 
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1 
1, 2, 3 Siehe die ents 


Tabelle 4. 
em’ em3 em3 | rae Zeit- | 
m/15 | m/15 |Acr.-Or.| °™ | Datum | korrigierter | Spanne | OF 
KHzPO,| NagP0, | 1 : 1000 ag | ee a ee 
l l ; 
| | | | | 
| | | ij mn | + | | 
| | | os 3 a. Oh aes 
| | 15.V. | 6,84 
a ee { | , \ 4 —0,02 
| | | be ee 6,82 , 
aie se { 63 : agg \ 1 | +0,08—10 
| | . . rT 
| Bi utecc oem Re Lee ey Pa ze 
; | 
6 4 10 | 80 { 20. V. 7,52 \ 9 — 0,08 
| | (1 29. v. 7,44 
‘ Ae ean cy { 20. V. 8,30 | 9 — 0,20 
|. a Vv. 8,10 J 
| | 
| }—_——_—— |---| 
| | 
Ty: ie 10 | 80 { 20. V. 8,20 \| ¢.6 | bes 
| | LL aa.v. 8,06 J | 
| aaa ony gk ee en tt ee ae 
| | | 
ee eRe { 20. V 9,82 \ Pe ae 
| il 29.V 9,62 | 
| me aS IR veatlethy aoe 
oo ae ee { 20. V. 9,56 } ee — 0,46 
| | 29. V. 910 J 
| 
| eA AR poy 
e« St age 1. VI. 10,60—62 ee | — 002-00 
| | 3. VI. 10,60 | 
nd S 
4 6: | 10 | 80 { 1. VI. 10,48 \ 2 — 0,46 
| il 3.VE 10,02 J | 
4 6 | 10 | 80 | { 1. VI. 10,48—50 \ | 2 | —004—-02 
| il 3.vi 10,46 | eis. 
eee ee aos 5 Aas | — 0,04 
| 3. VI 10,44 J | | 
| be SMES AAT Uehetn SE ae ae eed SS Lenainisisitieapallaeaiateet tag 
| 
} } 
mae ate = | 90 | 2. VI. 11,16 1 1 | 00 
| ae ae 11,16 J | | 
Sane Vantin rn 
ea. 9 10 | 80 | { 2ViL =| = 11,04 \ 1 0,00 
| |. aN So) eae 


prechenden Fufnuten bei Tab. 2. 


denen Einzelmefwerte eines bestimmten Gemisches fesistellen, daf gréRere 


Abweichungen vom Mittelwert vor allem in den Gebieten schlechterer 
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Pufferung vorkommen, wihrend im gut gepufferten Bereich die Werte bes- 
ser reproduzierbar sind. Jedoch ist die letztere Abhangigkeit weniger aus- 
gepragt als diejenige der pH-Anderung bei Farbstoffzusatz. 

SchlieRlich wurden noch einige Versuche zur Uberpriifung der Haltbar- 
keit der Mischungen durchgefiihrt. Die Haltbarkeit der Stammlésungen 
selbst geht aus den Tab. 1 und 2 sehr deutlich hervor. Dort zeigen ja Ge- 
mische, die aus identischen Stammlésungen im Abstand von maximal fast 
drei Monaten hergestellt wurden, eine recht guie Ubereinstimmung beziig- 
lich ihres pH-Wertes. Beim tertiéren Phosphat ist allerdings, wie schon 
eingangs erwahnt, Abschluf von der Luftkohlensaure erforderlich. Dieser 
ist am besten zu erreichen durch Aufbewahrung in einer automatischen 
Biirette mit Fiillung durch Handgeblise oder in einer Nachlaufbiirette, wo- 
bei auf alle Offnungen, durch die die Luft eintritt, ein Natronkalkrohr 
aufgesetzt wird. Beim primaren Phosphat diirfte die oft auftretende Ver- 
pilzung der Lésung die Hauptfehlerquelle sein. Ich habe meine Stamm- 
lésung mit frisch ausgekochtem und wieder etwas abgekiihltem destilliertem 
Wasser hergestellt, aber nachtraglich nicht mehr sterilisiert, sondern nur auf 
grofe Sauberkeit der GefaRe geachtet und habe wahrend der Zeit meiner 
Arbeit, also etwa drei Monate lang, keine Verpilzung dieser Lésung fest- 
stellen kénnen. Um auch die Haltbarkeit der Gemische zu iiberpriifen, lief 
ich bei einigen der in Tab. 1 und 2 angefiihrten Mischungen den nach der 
ersten Messung verbleibenden Rest von 50cm* in verkorkten 100-cm*- 
Erlenmeyerkolben 1 bis 9 Tage lang stehen und nahm dann eine zweite 
Messung vor. Die Ergebnisse sind in Tab. 4 festgehalten. Man sieht, daft die 
Haltbarkeit auch unter diesen keineswegs optimalen Bedingungen eine 
recht gute ist. Meist zeigt sich bei diesen alkalischen Lésungen eine gering- 
fiigige Abnahme des pH-Wertes, doch kommen auch Zunahmen vor (wohl 
durch Alkali-Abgabe des Glases). Nur in wenigen Fallen sind die Ab- 
weichungen so grof, daft die Brauchbarkeit der Lésung in Frage gestellt ist. 

In den farbstoffhaltigen Lésungen 4-+ 6 hatte sich zur Zeit der zweiten 
Messung ein geringfiigiger flockiger Niederschlag abgesetzt, von dem abge- 
gossen wurde. In der entsprechenden Liésung 3+ 7 war ein bedeutenderer, 
mehr kristalliner Niederschlag zu sehen, der ebenso behandelt wurde. Die 
iiberstehende’ Lésung war dabei stets noch kraftig gefarbt, in den zuerst 
genannten Fallen orangegelb, im letzteren Falle gelb. 

Vergleicht man die erhaltenen Ergebnisse mit den aus der Literatur be- 
kannten Werien, dann zeigt sich, daf bis etwa zur Lésung 6+ 4 ungefahr 
Ubereinstimmung herrscht. Im starker alkalischen Bereich stimmen die 
Werte von Drawert (1937) und die von Strugger (1938) ziemlich iiber- 
ein. Die bei Strugger (1949) angegebenen Werte sind jedoch bedeutend 
nach der sauren Seite hin verschoben. Meine eigenen Meftwerte liegen 
zwischen diesen beiden Extremen. Es ist, wie bereits gesagt, anzunehmen, 
daft dieselben bis pH 9 exakt und im stiarker alkalischen Bereich mit einer 
Unsicherheit von etwa + 0,1 pH-Einheiten behaftet sind. Die angegebenen 
Werte sind aber wohl eher um < 0,1 zu niedrig als zu hoch. 
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Die Raphidenzellen von Haemaria discolor 
bei Vitalfarbung 


Von 
Alfred Diskus und Oswald Kiermayer 


Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitit Wien 
Mit 3 Textabbildungen 


(Eingelangt am 23. Juli 1953) 


Wie seit Molisch (1917) bekannt ist, liegen im Rindenparenchym von 
Haemaria discolor zahlreiche, schon mit freiem Auge als helle Piinktchen 
wahrnehmbare Idioblasten, welche durch den Besitz eines zentralen Ra- 
phidenbiindels und eines eigenartigen, peripheren Plasmamosaiks aus- 
gezeichnet sind. Bei Behandlung mit 10%iger Sodalésung oder konzentrier- 
ter alkoholischer Natronlauge zerfallt das Plasmamosaik in zahlreiche 
polygonale, opake Kastchen. Bei Plasmolyse einer Raphidenzelle behalt der 
verkleinerte Protoplast die Form des Zellumrisses bei. Das Plasmamosaik 


wird dabei deutlich sichtbar. 


Fiir unsere Versuche stand uns eine seit drei Jahren im Glashaus des 
Instituts kultivierte Haemaria discolor zur Verfiigung. Wir untersuchten 
tangentiale Schnitte durch das Rindenparenchym des Stammes, welche 
direkt in die jeweiligen Lésungen eingelegt wurden. 

Wir stellten im Juli 1953 zunachst orientierende Plasmolyseversuche mit 
gestuften Traubenzuckerkonzentrationen an. Sie ergaben fiir die Raphiden- 
zellen einen osmotischen Wert von 0,5 mol Traubenzucker, wahrend der der 
Parenchymzellen niedriger, bei 0,4 mol Traubenzucker, lag. Die Plasmolyse- 
form der Raphidenzellen war eckig und entsprach genau dem Zellumrif. 
Vom verkleinerten Protoplasten zogen zah!rriche feine Hechtsche Faden zur 
Zellwand. Die Plasmawaben wurden sta.zer lichtbrechend, die Waben- 
wande sehr deutlich sichtbar (vgl. Abb. 1). Bei vorsichtiger Deplasmolyse 
nahm der Protoplast wieder seine urspriingliche Lage ein, die Lichtbrechung 
der Waben wurde schwacher, deren Winde zarter und weniger deutlich. 
Die Plasmolyseverhaltnisse mit KNO, glichen in mafig starken Konzen- 
trationen (bis 0,6n) denen bei Traubenzucker. Eine Aufquellung des Plas- 
mas war auch nach laingerem Aufenthalt der Schnitte in den KNO,-Lésun- 
gen nicht feststellbar. Bei Behandlung der Zellen mit 1,.0n KNO, tritt je- 
doch nach einiger Zeit ein Zerfall des Plasmamosaiks in einzelne, stark 
lichtbrechende Kammern ein. 
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Auf Grund der eigenartigen zytologischen Verhilinisse der Raphiden- 
zellen unseres Objektes schienen Vitalfarbeversuche mit verschiedenen Hell- 
feldfarben und Fluorochromen von Interesse. Fiir Vitalfiirbung kamen Neu- 
tralrot, Brillantkresylblau und Toluidinblau als Hellfeldfarbstoffe, Akridin- 
orange und Na-Fluoreszein als Fluorochrome zur Verwendung. 

Neutralrot 1: 10.000, gelést in Wiener Leitungswasser (pH um 7,8), 
farbte die Vakuolen der Subepidermiszellen nach einer Farbedauer von 
10 bis 15 Minuten meist stark rot. Das Plasmamosaik und die zen- 





Abb. 2. Haemaria discolor. Tan- 


Abb. 1. Haemaria discolor. Ra- gentialer Schnitt durch das Rin- 
phidenzelle, in 0,6mol Trauben- denparenchym, 15 Minuten mit 
zucker plasmolysiert. Die Zelle Neutralrot. (1: 10.000, in Wiener 
zeigt im Gegensatz zu den be- Leitungswasser geliést) gefarbt. 
nachbarten Subepidermiszellen Die Subepidermiszellen allgemein 
einen eckig verkleinerien Proto- stark rot. Nur die Raphiden- 
plasten. Das Plasmamosaik tritt zellen bis auf die Schleimhiille 

deutlich hervor. um das  Raphidenbiindel un- 

gefarbt. 


trale Vakuole der Raphidenzellen blieben dagegen ungefiarbt, 
lediglich die Schleimhiille um das Raphidenbiindel erschien deutlich rot 
(s. Abb. 2). Selbst nach 12stiindigem Aufenthalt der Schnitte im Farbbad 
zeigten Plasmamosaik sowie zentrale Vakuole nur eine zart rosa Farbung. 
Auffallend war, dafi stets ein Teil des Wabenwerks vollkommen ungefarbt 
blieb, wihrend andere Waben eine schwache bis deutliche Farbung zeigten. 
Im sauren Bereich (pH 4,8) farbten sich mit Neutralrot erwartungsgema? 
bei Subepidermis- und Raphidenzellen nur die Zellwande an. 
Interessante Farbebilder waren bei Farbung mit Brillantkresylblau und 
Toluidinblau (1 : 10.000, pH 12,5) zu beobachten: Nach 15 Minuten waren 
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die Vakuolen der Subepidermiszellen tiefblau, vereinzelt auch violett ge- 
farbt. Auch Teile des Wabenwerkes erschienen schon nach 15 Minuten deut- 
lich gefairbt. Die Schleimhiille um die Raphiden war metachromatisch 
violett, waihrend der iibrige Zellsaft rein blau gefarbt war (vgl. Abb. 3). 





Abb. 3. Haemaria discolor. 
Raphidenzelle. Mit Brillant- 
kresylblau (1: 10.000, pH 12,5, 
Farbedauer 15 Minuten) ge- 
farbt und nachiraglich mit 
1,0 mol Traubenzucker plas- 
molysiert. Einzelne Kam- 
mern des Plasmamosaiks 
sowie die Schleimhiille um 
das Raphidenbiindel sind 
metachromatisch violett ge- 
farbt, das iibrige Vakuom 
hellblau. Einzelne  unge- 
farbte Teile des Plasma- 
mosaiks haben sich aus dem 
Verband gelést. 


Ebenso wie nach 12stiindiger Farbung mit Neu- 
tralrot, waren hier nach 15 Minuten Fiarbe- 
dauer neben deutlich gefairbten Waben oder 
Wabenbezirken auch solche ohne Farbspeiche- 
rung festzustellen. Auf diese Weise erschienen 
die Raphidenzellen mosaikartig gefleckt. — 
Wurden solcherart gefarbte Schnitte unter 
Deckglasabschluf 30 bis 45 Minuten in feuchter 
Kammer gehalten und hierauf erneut unter- 
sucht, so zeigte sich, dali die Raphidenzellen 
mit Ausnahme der Schleimhiille um die Ra- 
phiden véllig entfarbt waren. Wurden in Bril- 
lantkresylblau eingefarbte Schnitte mit 1,0 mol 
Traubezucker behandelt, so erfolgt nach an- 
fanglich normaler Plasmolyse ein Zerfall des 
Plasmamosaiks in einzelne polygonale, zum 
Teil violett gefarbte Stiicke. 

In Akridinorange, bei einer Verdiinnung von 
1: 10.000 (pH 7,45; Farbedauer 10 Minuten) er- 
schienen die Vakuolen der Subepidermiszellen 
sowie die Schleimhiille um die Raphiden im 
Hellfeld gelb. Im UV-Licht fluoreszierten die 
Subepidermiszellen rot, die Epidermiszellen 
zart blaulich griin. In letzteren bewegten sich 
rote Fallungskérnchen in lebhafter BMB. In 
den Plasmamosaikzellen leuchtet lediglich die 
Schleimhiille der Raphiden gleifend rot her- 
aus, ansonsten sind die Zellen leer. Im sauren 
Bereich (pH 3,95) fluoreszieren die Wande der 
Subepidermis- und Raphidenzellen rot, die Va- 
kuolen erscheinen leer. Die Epidermis zeigt 
schwach griine Fluoreszenz der Zellsifte, was 
auf einen stirkeren Gehalt an Speicherstoffen 
hinweist (H6fler 1947). 

AbschlieBend wurden noch Farbeversuche 
mit Na-Fluoreszin, einem sauren Fluorochrom, 
angestellt. Bei einer Verdiinnung von 1: 10.000, 
einem pH von 3,4 und einer Farbedauer von 
10 Minuten zeigte sich im Hellfeld keinerlei 


Anfarbung, im UV-Licht dagegen leuchten Plasma und Kerne aller 
Zellen griin. Die plasmatischen Wandungen des Plasmamosaiks leuchten 
ebenfalls griin. Vakuolenfluoreszenz war nirgends zu beobachten. In den 
Schnitten fielen stets wenige Parenchymzellen durch ihre gleiffend griine 


Plasmafluoreszenz auf. An diesen Zellen war stets eine starke Vakuolen-. 


kontraktion festzustellen. Nach sechzehnstiindiger Farbedauer zeigte sich 


anstatt der Plasmafluoreszenz eine allgemein intensiv gelbgriine Fluoreszenz 
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der Vakuolen. Die Raphidenzellen dagegen heben sich von der stark leuch- 
tenden Umgebung deutlich ab: Hier fluoresziert lediglich die Schleimhiille 
um das Raphidenbiindel schwach griin. 

Im Verlaufe unserer Versuche mit Haemaria fielen uns in den Zellen 
der Stammepidermis regelmifig staibchenférmige, 4 u bis 5 uw lange, stairker 
lichtbrechende Gebilde auf, die auch von anderen Orchideenarten als Leuko- 
plasten bekannt sind (Schimper 1885, Molisch 1920). Es sei kurz be- 
merkt, daf wir bei unseren Farbeversuchen mit basischen Farbstoffen, selbst 
bei Plasma- und Kernfarbung die Leukoplasten stets ungefarbt vorfanden. 


Die seit Molisch (1917) bekannten Plasmamosaikzellen von Haemaria 
discolor ergaben bei Plasmolyseversuchen gegeniiber den benachbarten 
Subepidermiszellen einen héheren osmotischen Wert. Ein Zerfall des 
Plasmamosaiks in einzelne Teilstiicke, wie es Molisch mit einer 10%igen 
Sodalésung erreichte, erzielten wir auch bei Behandlung der Schnitte mit 
1,0mol KNO,. Eine Plasmaquellung (Kappenplasmolyse) war nicht zu 
beobachten. 

Bei Vitalfarbeversuchen mit Neutralrot, Brillantkresylblau, Toluidin- 
blau und Akridinorange erwiesen sich die Raphidenzellen den Subepider- 
miszellen gegeniiber als iiberaus arm an Speicherstoffen. Lediglich die 
Schleimhiille um das Raphidenbiindel war stets gefarbt. Eine Anfarbung 
der Vakuolen des Plasmamosaiks gelang mit Brillantkresylblau und 
Toluidinblau schon binnen 15 Minuten, wahrend Neutralrot nach der glei- 
chen Zeit keine Vakuolenfarbung zeigte. Eine Vakuolenkontraktion (vgl. 
Gicklhorn und Méschl] 1929) war bei unserem Objekt nicht zu beob- 
achien. Aus dem Plasmamosaik treten stets einzelne gefarbte Waben und 
Wabenbezirke neben vollkommen ungefarbten deutlich hervor. Das un- 
einheitliche Farbeverhalten weist auf deren grofe Selbstandigkeit hin (Mo- 
lisch 1917). Mit Brillantkresylblau und Toluidinblau farbten sich die 
Waben des Plasmamosaiks sowie die zentrale Schleimhiille stets meta- 
chromatisch violett, das iibrige Vakuom dagegen rein blau an. 


Nach Farbung mit Akridinorange leuchteten die Vakuolen der Sub- 
epidermiszellen im UV-Licht rot; die Vakuolen der Raphidenzellen 
waren farblos, es fluoreszierten nur die Schleimhiillen. Na-Fluoreszein 
zeigte nach 15 Minuten Farbedauer allgemein eine griine Plasmafluoreszenz, 
wobei auch die Wabenwiande des Plasmamosaiks und die Schleimhiille um 
das Raphidenbiindel deutlich griin leuchteten. Nach 16 Stunden zeigt sich 
in den Subepidermiszellen statt der griinen Plasmafluoreszenz eine leuch- 
tend gelbgriine Fluoreszenz der Vakuolen (vgl. Déring 1935). Die Ra- 
phidenzellen dagegen erscheinen mit Ausnahme des schwach griin fluores- 
zierenden Raphidenbiindels vollkommen leer. 


Die Tatsache, daft Brillantkresylblau und Toluidinblau die Zellsafte der 
Raphidenzellen anfarben, wahrend dieselben in Neutralrot und Akridin- 
orange ungefarbt bleiben, ist vielleicht auf die Dissoziationsverhiltnisse, 
d. h. auf die ungleiche Lage des Umschlagspunktes dieser Farbstoffe zuriick- 
zufiihren. Die in den Zellsaft eingedrungenen Farbbasenmolekiile werden, 
falls es sich um leere, d. h. speicherstofffreie Zellsifte handelt, je nach 
dessen pH-Weri vollstindig, teilweise oder gar nicht in Ionen gespalten 
und als solche gespeichert. Hatten nun die Zellsifte der Raphidenzellen 
einen héheren pH-Wert als die der umgebenden Parenchymzellen, so konnte 
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bei den Raphidenzellen mit Brillantkresylblau und Toluidinblau vermége 
ihres hdheren Umschlagspunktes noch Ionenspeicherung eintreten, waihrend 
das bei Neutralrot und Akridinorange nicht mehr méglich ist. Da fiir 
Akridinorange die Grenze der ,,lonenfalle“ bei pH 6,5 gelegen ist, wire 
der pH-Wert des Zellsaftes der Parenchymzellen, bei denen sowohl mit 
Neutralrot und Akridinorange als auch mit Brillantkresylblau und Tolu- 
idinblau Ionenspeicherung erfolgt, unter pH 6,5, der der Raphidenzellen 
tiber pH 6,5 anzunehmen. 
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Referate 


Abercrombie, M., and J. E. M. Heaysman: Observations on the Social 
Behaviour of Cells in Tissue Culture. I. Speed of Movement of 
Chick Heart Fibroblasts in Relation to their Mutual Contacts. 
Expt. Cell Res. 5, 141—1314 (1953). 


Garber, B.: Quantitative Studies on the Dependence of Cell Morpho- 
logy and Motility upon the Fine Structure of the Medium in 
Tissue Culture. Ibid. 5, 132—146 (1953). 


Die beiden in London bzw. Chicago (USA) entstandenen. durch sorg- 
faltige statistische Sicherungen gut fundierten Arbeiten an Herzfibro- 
blasten (Hiihnchen) sind fiir unsere Kenntnis der Wachstumsver- 
haltnisse in der Gewebekultur von grundlegender Bedeutung. In 
der ersten wird unter Beriicksichtigung des Alters der Kulturen, der Dichte 
der Zellpopulationen und der zuriickgelegten Entfernung vom Zentrum des 
Explantats der Nachweis inverser Abhangigkeit zwischen der Migra- 
tionsgeschwindigkeit der Fibroblasten und der Zahl der mit ihnen in Kon- 
takt stehenden Nachbarzellen gefiihrt. Eine solche Abhangigkeit zeigte sich 
bereits in der transitorischen Beschleunigung von benachbarten Zellen sich 
lésenden Elementen bei Aufheben dieses Kontakts und ist sicherlich auf 
Adhasionseinfliisse zuriickzufiihren. Die amerikanische Arbeit zeigt an 
mehr als 4700 standardisierten Kulturen bei Variation der Cu der Niahr- 
béden bzw. ihrer Plasmakonzentration mit Zunahme dieser beiden Fak- 
toren ein Anwachsen der Prozentzahl spindelférmiger Zellen des Quotien- 
ten Linge/Breite der Fibroblasten und ihrer Kerne sowie eine Abnahme 
der Zahl der Pseudopodien migrierender Zellen, bis zu 50% iger Steigerung 
der Plasmakonzentration auch eine verstarkte Migration iiberhaupt. Diese 
Befunde werden in Beziehung zum _ unierschiedlichen leptonischen Ver- 
halten des Fibrinnetzwerkes in den Nahrbéden diskutiert. 


H. H. Pfeiffer (Bremen). 


Arisz, W. H.: Active uptake, vacuole-secretion and plasmatic transport 
of chloride-ions in leaves of Vallisneria spiralis. Acta Botanica 
Neerlandica I, H. 4, 506. Mit 14 Abb. 1953. 


Arisz, W. H.: Absorption and transport by the tentacles of Drosera 
capensis. V. Influence on the transport of substances inhibiting enzy- 
matic processes. Acta Botanica Neerlandica II, H. 1, 74. 1955. 


An zwei ganz verschiedenen Objekten (Vallisneria, Blattenden auf Cl’- 
haltigen Agar aufgelegt, Drosera mit den Tentakeln auf parallele Agar- 
streifen aufgelegt, so da das Blatt dazwischen frei bleibt) kann be- 
statigt werden, daft der erste Schritt der Stoffaufnahme eine Bindung an 
die Plasmaoberflache ist. Aufnahme und Transport von Cl’ wird durch 
Licht sowie durch Fructose geférdert, durch Wundreiz gehemmt (Vallis- 
neria); Atmungsgifte und O,-Mangel hemmen beide Vorginge, so daft sie 
an den Atmungsprozef gebunden erscheinen (,,aktivierter” Transport). Der 








456 Referate 


Transport von der Plasmaoberfliche ins Innere ist gleichfalls stoffwechsel- 
abhangig, méglicherweise sind die Mitochondrien und Mikrosomen als En- 
zymtrager hiefiir von Bedeutung; freie Diffusion spielt keine Rolle. Der 
Weg der Aminosi&uren und der Phosphate ist jedenfalls verschieden, denn 
der Transport der ersteren wird durch Phlorridzin, der der letzteren durch 
Penicillin gehemmt. Auch Fluoreszein und Eosin hemmen schon in 
niedrigen Konzentrationen. Die Hemmstoffe wirken auf dekapitierte Ten- 
takel in gleicher Weise wie auf intakte (nur Jodazetat und Dinitrophenol 
machen eine Ausnahme), auch die Aufnahme von Phosphat ist vom Képf- 
chen unabhangig, wahrend Asparagin nur vom intakten Tentakel auf- 
genommen wird. Bei Vallisneria wird das Cl’ vom Plasma aktiv in die 
Vakuole sezerniert. O. Hartel (Graz). 


Biologie und Wirkung der Fermente. 4. Colloquium der Gesellschaft fiir 
Physiologischhe Chemie am 17./18. April 1953 in Mosbach/Baden. Mit 
32 Textabb., 1 Tafel, V, 176 S. Berlin-Gottingen-Heidelberg. Springer- 
Verlag 1953. DM 19.60. 


Die Berichte iiber die Kolloquien der Gesellschaft fiir Physiologische 
Chemie, die alljahrlich in Mosbach/Baden abgehalten werden, stellen jedes- 
mal mit Spannung erwartete, mit grofem Interesse aufgenommene Mo- 
mentbilder dar iiber die Lage der Wissenschaft auf besonders aktuellen 
Gebieten. Das 4. Kolloquium hat sich mit der Biologie der Fermente und 
mit ihrer Wirkungsweise befaft. Neben Teilproblemen mehr spezieller Art 
wurden Fragen behandelt, die die Physiologie ganz allgemein angehen. So 
in dem Artikel von Lang (Mainz): Die Biologie der Enzyme, von Biicher 
(Hamburg): Proteine als Trager der Fermentwirkungen, von Slater (Cam- 
bridge): Structurally-bound enzymes, von Kiihnau (Hamburg): Antago- 
nismen und Konkurrenzen um den Platz am Ferment. Diskussionsbemer- 
kungen zu jedem Vortrag lassen den Leser an der Tagung férmlich teil- 
nehmen, Literaturlisten erleichtern das weitere Eindringen in die zur 
Diskussion gestellten Fragen. F. Weber (Graz). 


Bogen, Hans Joachim: Beitrige zur Physiologie der nichtosmotischen 
Wasseraufnahme. Mit 7 Abb. Planta 42, 140—155. 


Ausgehend von der Beobachtung, daft der Plasmolysegrad durch den 
Quotienten Zellsaftkonzentration : Konzentration des Plasmolytikums nicht 
eindeutig bestimmt ist (Bogen und Prell, Planta 41), wird aus Volum- 
anderungen der Protoplasten bei langdauernder Plasmolyse das Verhalien 
der metaosmotischen Wasseraufnahme gegeniiber atmungsbeeinflussenden 
Agentien untersucht. Rhoeo-Protoplaste dehnen sich in Rohrzuckerlésungen 
allmahlich aus, ebenso Protoplaste von Taraxacum bei Temperaturen ober- 
halb 25°C, wahrend sie sich bei tieferen Temperaturen unterschiedlich 
verhalten. Das Atmungsgift KCN beeinflufi diesen Vorgang nicht, wohin- 
gegen das die Cytochromoxydase hemmende Na-Azid, sao Dinitrophe- 
nol (hemmt die Energieiibertragung) sowie Na-Arsenit (Blockierung SH- 
haltiger Enzyme) die Ausdehnung der Protoplaste hemmt und hoéhere 
Konzentrationen der Atmungsséfte sogar zu einer Volumkontraktion 
fiihren. Atmungsstimulantien wie ATP und IES sind wirkungslos, Glukose- 
1-Phosphat steigert die Wasseraufnahme nur voriibergehend. Nach diesen 
Befunden erscheint die friiher summarisch als Anatonose bezeichnete Aus- 
dehnung des Protoplasten zwar nicht unmittelbar an die Atmung ge- 
koppelt, wohl aber an energieiibertragende Prozesse, die Vorgange scheinen 
Verf. am ehesten nach der Trager-Theorie deutbar zu sein. Die hier mit- 
geteilten Beobachtungen stehen z. T. noch in Widerspruch mit friiheren 
Literaturangaben (insbesondere hinsichtlich der KCN- und IES-Wirkung). 
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Ob jeder bisher (an verschiedenen Objekten) beobachteten Giftwirkung 
tatsachlich ein eigener Mechanismus metaosmotischer Wasseraufnahme ent- 
spricht (dzt. sind es mindestens vier), werden wohl weitere Untersuchungen 
bestitigen miissen, ebenso, inwieweit die mit den klassischen plasmolyti- 
schen Methoden erhalienen Ergebnisse (insbesondere Permeabilitatswerte) 
einer Korrektur bediirfen. Verf. stellt eine diesbeziigliche Veréffentlichung 


in Aussicht. O. Hartel (Graz). 


Brandenburg, Wolfgang: Die Multipotenz des Mesothels (Metamorphose 


und Mimese der Zelle). (Veréffentlichhungen aus der morphologischen 
Pathologie, Heft 58 [13. Band, Heft 2].) Jena: G. Fischer 1953. DM 6.—. 


Der Autor dieser 49 Seiten starken und mit 17 Mikrophotogrammen be- 
legten Abhandlung befaft sich mit der Morphologie der Serosadeckzellen- 
schicht (Mesothel) der Pleuroperitonealhéhle unter normalen und krank- 
haften Verhaltnissen. Mit besonderer Sorgfalt wird das z. T. schon be- 
kannte, sehr wechselnde Aussehen der Serosadeckzellen beschrieben, welche 
an Hand von Abstrich- und Hautchenpraparaten bei mehr als 180 Sektions- 
fallen ohne und mit Ergiissen studiert wurden. Die Variation betrifft die 
Zellen (von kleineren lymphozytenartigen Zellen bis zu mehrkernigen 
plasmareichen Riesenzellen) und ihre Kerne nach Zahl, Form, Groe und 
Chromatingehalt, wie insbesondere bei eingehenden Kernmessungen ermit- 
telt wurde. Aber auch die Anordnung der Zellen schwankt von mesenchy- 
malem Aufbau bis zur Bildung epithelialer Verbande. 

Diese starke Verschiedenheit insbesondere der Zellbilder veranlaRt nun 
den Autor, beim Mesothel von Metamorphose, von Mimese (,,vollendete 
Anpassung an ortliche Gegebenheiten*), ja sogar von Mimikry zu sprechen, 
weil es unter anderem auch Bilder wie bei malignen Tumoren vortauschen 
kann (Zell- und Kernpolymorphie in Zellverbénden ohne Vorliegen von 
Tumor). Nach Brandenburg gibt es daher keine verlafliche Unter- 
scheidungsméglichkeit von Tumor- und Mesothelzellen in den Ergiissen 
serdser Héhlen. Den Wert zytologischer Untersuchungen erkennt er immer- 
hin soweit an, als man gegebenenfalls den Verdacht auf Tumorzellen aus- 
sprechen kann. Wenn dariiber hinausgehend das Mesothel des reifen Indi- 
viduums deshalb als multipotent bezeichnet wird, weil es, abgesehen von 
der ,.enormen Variationsbreite” seiner Zellen, auch die Fahigkeit zur Fibril- 
lenbildung besitzt (z. B. in Gewebskulturen) bzw. weil die malignen Meso- 
theliome bald mesenchymal, bald epithelial imponieren (eine eigene Beob- 
achtung eines Mesothelioma carcinosarcomatosum pleurae), so diirfte damit 
doch zu weit gegangen sein. Zeichnen sich doch sehr viele mesenchymale 
Gewebe durch ihre starke morphologische und funktionelle Wandlungs- 
fahigkeit je nach den herrschenden Bedingungen aus. Das wechselvolle 
Zellbild des Mesothels, auf welches ganz besonderes Gewicht gelegt wird, 
findet im iibrigen z. T. im jeweiligen Proliferationszustand, z. T. auch in der 
Degeneration und Aufquellung im Erguf seine Erklarung, woriiber aber 
kaum eingegangen wird. 

Das Verdienst des Autors liegt in der iibersichtlichhen Zusammensiellung 
der Literatur, in der exakten Beschreibung der Serosabefunde, vor allem 
aber in der Darlegung der differentialdiagnostischen Schwierigkeiten bei 
der Beurteilung von Punktaten. Jedem, der mit Zytodiagnostik zu tun hat. 
ist die Lektiire des Heftes daher zu empfehlen. 

Der Abhandlung geht eine Wiirdigung der Persénlichkeit und Lehr- und 
Forschertatigkeit des langjihrigen Direktors des Bonner Pathologischen 
Universititsinstituts W. Ceelen voraus, verfaRt vom Mitherausgeber der 
,. Veréffentlichungen aus der morphologischen Pathologie“ W. Koch. 


M. Ratzenhofer (Graz). 


Protoplasma, Bd. XLITI/4. 38 














458 Referate 


Biinning, E.: Entwicklungs- und Bewegungsphysiologie der Pflanze. 
(Lehrbuch der Pflanzenphysiologie, Band 2 und 3.) 3. Aufl. XII, 539 S., 
479 Abb., Gr.-8". Berlin-Goéttingen-Heidelberg: Springer. 1953. DM 54.60. 


Die Entwicklungs- und Bewegungsphysiologie der Pflanze schien zu- 
nichst mit der Protoplasmatik nur wenig Beriihrungspunkte zu haben, 
heute dagegen sind auch diese Zweige der Pflanzenphysiologie immer mehr 
bestrebt, die protoplasmatischen Ursachen fiir die Lebenserscheinungen der 
Pflanze aufzudecken. In keinem anderen Lehrbuch kommi diese Tendenz 
in so klarer und eindrucksvoller Weise zum Ausdruck wie in dem von 
Biinning. Die Disposition des Buches ist bekannt und braucht nicht 
neuerdings dargelegt und gelobt zu werden. Was aber hervorgehoben wer- 
den muf&, ist die Fiille nicht nur an neuen Tatsachen, die in dem Grund- 
plan eingefiigt sind, sondern auch an neuen Ideen. Diese Ideen sind in erster 
Linie Ideen von Biinning selbst. Damit ist schon gesagt, daff es wert- 
volle Ideen sind, die das weitere Werden der Pflanzenphysiologie wesent- 
lich beeinflussen werden. Von besonderer Aktualitat und Originalitat ist 
das Kapitel ,,Die inneren Faktoren der Differenzierung”. Die Vorstellung 
Biinnings iiber die Ursachen der histologischen Musterbildung, iiber die 
»operrwirkung der Meristemoide und viele andere Gedankenkeime, die 
iiberall im Buche enthalten sind, werden der Wissenschaft weitere Impulse 
geben. Erfreulich in dem Buche ist auch der Reichtum an neuen, instruk- 
tiven Abbildungen. Die Anforderungen, die das Buch an die Lernenden 
stellt, sind nicht gering. Wenn die Studierenden aber die Energie aufbrin- 
gen, es durchzuarbeiten, dann wird das ein Gewinn sein fiir sie und fiir 
die Wissenschaft, denn aus den Lernenden von heute sollen die Lehrenden 
und Forscher von morgen werden. F. Weber (Graz). 


Hartmann, Max: Allgemeine Biologie. Eine Einfiihrung in die Lehre 
vom Leben. XII, 943 Seiten, 746 Abb., Grofoktav, 4. Aufl. Stuttgart: 
G. Fischer, 1953. DM 56.—. 

Grof ist die Zahl derer, die seit einem Menschenalter durch Hartmann 
in die ,,Allgemeine Biologie eingefiihrt worden ist; die 4. Auflage wird 
diese Zahl erneut hinaufisschnellen lassen. Das hat seine Berechtigung, 
denn dieses Buch ist wie kaum ein anderes geeignet, in das Riesengebaude 
der Biologie hineinzugeleiten und in ihren weiten Raumen heimisch zu 
machen, in denen sich der Anfanger ohne gute Fiihrung leicht verirrt. Es 
geschieht dies trotz der Fiille des Stoffes mit souveraner Sicherheit. Den 
Fortschritten der Wissenschaft ist in Text und Abbildungen im wesent- 
lichen Rechnung getragen. Die Darstellung der Cytologie und Vererbung 
ist H. Bauer und damit den besten Handen anvertraut worden. Bei der 
Zitierung der Literatur ist ein gewisser Konservativismus auffallend. Da- 
mit sei nicht gesagt, da altere Biicher, die eine Fiille wertvollen Wissens- 
gutes vor dem Versinken in das Unterbewuftsein bewahren, aus den Listen 
ausgeschieden werden sollen. Neben solchen allmahlich klassisch werden- 
den Werken sollten aber neue und neueste Werke in gréRerer Zahl genannt 
werden. Der Abschnitt ,,.Die physikalischen Eigenschaften des Cytoplasmas~ 
stiitzt sich fast ausschlieflich noch auf die Versuche von Rhumbler aus 
dem Jahre 1914, von dem reichen Wissen, das von den Banden der Reihe 
der Protoplasmamonographien vermittelt wird, ist nicht viel aufgenommen. 
Die Bedeutung der makromolekularen Chemie fiir die Biologie sollte stiirker 
herausgearbeitet werden. F. Weber (Graz). 


Hovanitz, William: Textbook of Genetics. Mii 267 Abb. (z. T. farbig), 
419 S. Houston-New York: Elsevier Press. Inc. 1953. Geb. 42s. 6d. 


Die Genetik ist heute zu einem so umfangreichen und zahlreiche Hilfs- 
wissenschaften erfordernden Wissensgebiet geworden, daft ihre Erarbeitung 
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dem Studierenden immer gréRere Schwierigkeiten bereitet; anderseits ist 
sie durch die Verkniipfung vor allem mit der Zytologie und anderen Dis- 
ziplinen (Virologie usw.) langst aus dem deskriptiven Stadium in das der 
kausalen Erklirung und damit mehr denn je in eine zentrale Stellung 
innerhalb der gesamten Biologie gelangt. Hier dem Studierenden zu helfen 
und dem Vorgeschrittenen ein modernes Nachschlagewerk in die Hand zu 
geben ist die Absicht des ausgezeichnet ausgestatteten Buches. In sehr klarer 
und vor allem wenig mathematisches Riistzeug erfordernder Weise wird 
der Stoff in 18 Kapiteln abgehandelt, wobei die Darstellung bis auf die 
neuesten Erkenntnisse vorgefiihrt wird; hier seien insbesondere die Ab- 
schnitte iiber Chromosomenstruktur bzw. iiber Genwirkung und Genstruk- 
tur hervorgehoben. Besonders lebendig erscheint die Darstellung auch da- 
durch, da® an die einzelnen Abschnitte Fragen zur Selbstkontrolle angefiizt 
sind, auch werden die praktischen Anwendungen ausfiihrlich behandelt. 
Fine reiche Bebilderung unterstiitzt wirksam den Text. wobei die Beispiele 
der Botanik, Zoologie und besonders auch der menschlichen Vererbungslehre 
entnommen sind: namenilich beziiglich letzterer diirfte hier ein reicheres 
Bildmaterial als in manchem einschligigen Werke zu finden sein (fiir die 
Mitose gibt es wesentlich bessere Vorlagen!). — Wenn das Buch nach den 
Worten des Verf. ,,will help build facts for textbook of tomorrow“ und 
dabei ausdriicklich auch ungeléste Probleme anschneiden will, empfindet man 
es etwas merkwiirdig, daB der plasmatischen Vererbung (inkl. Plastidom) 
nur knapp eine halbe. Textseite eingeraumt wird; so hvpothetisch ist diese 
heute denn doch nicht mehr! Auch die Bakteriengenetik. kommt sehr kurz 
weg, die Rolle der Genetik in der Virologie bzw. bei der Erforschung der 
Phagen usw. wird iiberhaupt nicht beriihrt, ein Mangel, der dem Studie- 
renden den Ubergang auf die moderne Fadhliteratur erschweren diirfte. 
Das Werk beschrankt sich nahezu ausschlieBlich auf die chromosomale 
(Mendelsche) Genetik;: konsequenterweise wird natiirlich auf die aus den 
Ziichtungsversuchen Mitschurins usw. erwachsenden Probleme iiberhaupt 
nicht hingewiesen. Noch eines darf nicht verschwiegen werden: Text wie 
Bibliographie lassen im Uneingeweihten nur zu leicht den Eindruck ent- 
stehen, daf seit Mendel samtliche wesentliche Fortschritte in der Genetik 
in der Neuen Welt erzielt worden wiren: Correns, De Vries, v. Wett- 
stein werden je nur einmal und in wenig reprasentativem Zusammenhang 
genannt. fiihrende lebende Genetiker Europas meist iiberhaupt nicht! Eine 
etwas gleichmafigere Behandlung der Literatur ware gerade in einem der- 
artigen ,, Textbook“ nicht unerwiinscht! O. Hartel (Graz). 


Inoué, Sh.: Polarization Optical Studies of the Mitotic Spindle. I. The 


Demonstration of Spindle Fibers in Living Cells, Chromo- 
soma 5, 487—500 (1953). 


Mit seiner Polarisationstechnik (s. auch Expt. Cell Res. 3, 199, 1952; 
Trans. Amer. Microsc. Soc. 71, 311, 1952) werden an lebenden mitotischen 
Zellen Spindelfasern und selbst Fibrillen nachgewiesen. und zwar Chromo- 
somen- und kontinuierliche Fasern an Oocyten von Chaetopterus perga- 
mentaceus und Pollenmutterzellen von Lilium longiflorum und erganzende 
Beobachtungen an Spermatocyten verschiedener Heuschreckengattungen 
und von Drosophila melanogaster und an Pollenmutterzellen von Arten von 
Polygonatum, Gasteria und Iris. Wenn es noch einer Bestatigung bedurft 
hatte, so sind die prachtig gelungenen Photos ein unangreifbarer Beweis 
fiir Spindelfasern als Realitat lebender Zellen. Erfreulicherweise decken 
sich die polarisiationsoptisch nachweisbaren Strukturen mit solchen gut 
fixierter Praparate. H. H. Pfeiffer (Bremen). 


38* 











460 Referate 


Kamiya, Nob.: The Motive Force Responsible for Protoplasmic Stream- 
ing in the Myxomycete Plasmodium. Ann. Rep. sc. Works Faculty 
sc. Univ. Osaka 1, 53—83 (1953). 


Zur Messung der Strémungsbewegung wird eine allen berechtigten An- 
forderunger. der Kritik geniigende double-chamber method (J. Colloid 
Se. 5, 149, 1950), unterstiitzt von einer in Cytologia 15, 183 (1950) beschrie- 
benen kinematographischen Technik, angewandt. Die als Dynamo- 
plasmogramm bezeichnete Kurve der Strémungsbewegung des zwischen 
den beiden glasernen Kammern sich bewegenden Plasmodiumanteils wird 
erginzt durch die am gleichen Objekt ermittelte Potentialdifferenz des so- 
genannten Elektroplasmogramms. Die Phase beider Wellen koindi- 
ziert nicht vollig, sondern die Kurve der Potentialdifferenz verzégert sich 
um 30—100s oder zwei Fiinftel bis ein Siebentel ihrer Periode. Diese 
Potentialdifferenz kann nicht aus der Strémung herriihren, aber auch nicht 
sie verursachen. Die Messungen sind in doppelter Hinsicht bemerkenswert. 
Zuerst erméglichen sie eine exakte Bestimmung der Abhiangigkeit 
der Strémungsbewegung von Temperatur, O,-Spannung, CO.-Kon- 
zentration und Einflu® von Anastheticis. Auferdem gestatten die Unter- 
suchungen eine Analyse der plasmatischen Periodizitat, indem das 
Dynamoplasmogramm aufgelést werden kann in eine intraplasmatische 
Interferenz aus Schlag-, periodischen und aperiodischen Wellen, und die 
Messungen fiihren zuletzt zum Nachweis eines Rhythmus als Attribut der 
Protoplasmatiatigkeit. H. H. Pfeiffer (Bremen). 


Mitchison, J. M.: A Polarized Light Analysis of the Human Red Cell 
Ghost. J. exp. Biol. 30, 397—432 (1953). 


Mitchison, J. M.: The Thickness of the Sea Urchin Fertilization Mem- 
brane. Expt. Cell Res. 5, 536—538 (1953). 


Die in der ersten Arbeit angewandte Methode zur Dickenbestimmung 
diinner, kugeliger, doppelbrechender Membranen (s. friither gekiirzt: Nature 
166, 347. 1950) besteht in der Messung einer Retardationskurve gegen die 
radiale Entfernung des Membranrandes und im Vergleich dieser Kurve mit 
anderen, welche aus der Theorie fiir Membranen bekannter Dicke errechnet 
wurden, wobei die Beugung in die Rechnung einbezogen wird (Anhang I); 
die Giiltigkeit der dabei vorausgesetzten Annahmen wird ebenfalls begriin- 
det (Anhang II), und eine mathematische Analyse der Formdoppelbrechung 
derartig kleiner diinner Plattchen durch R. C. Gandy wird ebenfalls hin- 
zugefiigt (Anhang III). So gelingt es, die Dicke der feuchten Hiille von 
Erythrocyten inGlyzerin zu ~ 0,5 u zu bestimmen und mit einer Modell- 
membran aus einer 0,5 « dicken, schwach doppelbrechenden Schicht (GréRen- 
ordnung 10-4), welche von einer 40 A dicken, stark doppelbrechenden 
(GréRenordnung 10-2) umkleidet wird, zu vergleichen. Angenommen wird 
also ein 2%iges Proteingel. welches von einer zweimolekularen Lipoid- 
schicht bedeckt sein mag. Die Doppelbrechung zeigt an, daf die roten 
Zellen radial eine molekulare, tangential eine micellare Orientierung im 
Proteingel aufweisen, eine Anordnung, welche mit Proteinketten in um- 
gebogenen Biindeln erklart wird. So ergibt sich ein Modell der Hiille 
roter Zellen, bei welchem aufeinanderfolgen eine Schicht antigenischen und 
antisphiarischen Proteins von 20—50, eine bimolekulare Lipoidlamelle von 40 
und die aus Protein aufgebaute Strukturschicht von ~ 5000A Dicke. Be- 
merkenswert sind auch die Ausfiihrungen wegen der Diskussion der 
zahlreichen (ca. 20) stark gegeneinander divergierenden Messungs- 
befunde der letzten 28 Jahre, die erkennen lassen, dafi die vorlie- 
genden Untersuchungen trotz der Eleganz der Mef{methodik kaum schon die 
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letzten Versuche einer Dickenbestimmung an dem Objekt darstellen werden. 
|Eigene Befunde des Ref. an Erythrocyten von Rana sieht er entgegen 
Verf. in elektronenmikroskopischen Ergebnissen von C. Wolpers und 
evil. von K. Zwickau ungefahr bestitigt.] 

Mittels ganz anderer Arbeitsweise, namlich solchem Ausmessen elek- 
tronenmikroskopischer Aufnahmen, hat Verf. in der anderen Arbeit, 
iibrigens in guter Ubereinstimmung mit Befunden nach der Interferenz- 
methode, die Befruchtungsmembran von Psammechinus-Eiern trocken 
zu 100, feucht zu 500 A Dicke bestimmt. H. H. Pfeiffer (Bremen). 


Paech, K.: Uber die Lichtkeimung von Lythrum salicaria (Ein Beitrag 
zur Physiologie der Polyphenole). Planta 41, 525—566, 1953. 


Das wesentliche Hindernis bei der Keimung samenschalengehemmter 
Lichtkeimer liegt wohl in der Sauerstoffbarriere, die von einer Schicht poly- 
phenolhaltiger Zellen in der Testa aufgerichtet wird. Durch das Licht wer- 
den einerseits reduzierende Vorgiange ausgelést, durch die die Polyphenole 
in reaktionsfahigem Zustand erhalten werden, anderseits werden die Poly- 
phenole oxydativ zu echten Gerbstoffen polymerisiert, die dann an die 
Zellwand angelagert werden kénnen (,,Zellulosegerbung’). Dadurch fallt 
aber die ,,Sauerstoffbarriere“, und der Embryo kann keimen. Es wird an- 
genommen, daft bei Dunkelkeimern die oxydative Polymerisation auch 
ohne Licht rascher verlauft als die Bildung der fiir die Keimung bedeu- 
tungslosen Phlobaphene, wahrend bei Lichtkeimern dazu die Mitwirkung 
des Lichtes notwendig ist; der Unterschied zwischen Licht- und Dunkel- 
keimern kénnte somit nur ein gradueller sein. Die Befunde werden unter 
Heranziehung zahlreicher Literatur iiber die Physiologie und Biochemie der 
Gerbstoffe eingehend diskutiert. Es ist wohl das erstemal, da Gerbstoffe 
mit photophysiologischen Prozessen unmittelbar in Zusammenhang gebracht 
werden, ein sicher bedeutungsvolles und wichtiges Ergebnis! 


O. Hartel (Graz). 


Report of the Cytochemistry Commission of the Society for Cell 
Biology, No. 1. J. Brachet: The Use of Basic Dyes and Ribo- 
nuclease for the Cytochemical Detection of Ribonucleic Acid. Quart. 
J. Micr. Se. 94/1, 1—10 (1953), and Union Intern. Sc. Biolog., Sér. B 
Colloques), No. 11 (1953). 


Darlegung von Prinzip des Verfahrens und der Wahl von Fixiermittel, 
Enzym und Farbstoff ergeben als allgemeine Technik: Fixieren mit 
Zenker (5% Essigsiurezusatz) bzw. Serras Lésung Alkohol-Formalin- 
Essigsiure 6:3: 1; Ubertragen der Schnitte teils in den Farbstoff, teils zu- 
vor bei 37° in aq. dest. pH 6,0, 1 Stunde, teils zuvor bei 37° in die Enzym- 
lésung nach Kunitz’ Vorschriften; schlieBlich Farben 20 Min. mit Unna- 
scher Lésung aus Methylgriin, Pyronin B, 95% Alkohol, Acetatpuffer 
(pH 4,7) bzw. mit ca. 2% Toluidinblau. Zahlreiche Erfahrungen mit dieser 
und anderen Methoden werden diskutiert. H. H. Pfeiffer (Bremen). 


Schussnig, Bruno: Handbuch der Protophytenkunde. Eine vergleichend- 
morphologische und biologische Darstellung der niederen Pflanzen fiir 
Biologen, Mediziner und Landwirte. Band I: 198 Abbildungen im Text. 
VII, 636 S. Gr.-8°. Jena: G. Fischer. 1953. Geb. DM 56.—. 


Das ist ein Buch, das fiir den Protoplasmatiker weit mehr halt, als sein 
Titel verspricht. Wer wiirde es erwarten, dafi der 1. Band einer Proto- 
phytenkunde zur Ganze der lebenden Materie gewidmet ist? Das riesige 
Gebiet wird mit einer Griindlichkeit behandelt, die vorbildlich ist, und mit 
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einer bis zum Erscheinungsjahr reichenden Literaturkenntnis, die staunens- 
wert ist. Der Autor ist zu beneiden, daf ihm das in- und ausliandische 
Schrifttum, sogar das der Kriegs- und Nachkriegszeit, so vollstandig zu- 
ganglich war. Die heterogene Fiille des Wissens zu ordnen und zu sichten 
bedeutet eine grofe Leistung. Das 1. Kapitel, ,.Das Cytoplasma“, ist in 
folgende Unterabschnitte gegliedert: Chemische Eigenschaften des Cyto- 
plasmas. Proteine oder Eiweifsubstanzen. Nukleovroteine (Nukleoprote- 
ide oder Kernsubstanzen. Enzyme oder Fermente. Betriebsstoffe der Zelle. 
Wirkstoffe (Vitamine, Wuchsstoffe, Hormone, Sexualstoffe, antibiotische 
Substanzen, Wasser. mineralische Bestandteile). Physikalische Eigenschaften 
des Cytoplasmas. Histologische Eigenschaften des Cytoplasmas (besser 
wohl als mikro- und submikroskopische Struktur zu bezeichnen). Lebende 
Molekiile, Viren. Bakteriophagen, Plasmagene. Das 2. Kapitel (,,.Der Archi- 
plast“) behandelt den Zellaufhau der Akarvonten, das 3. Kapitel den Zell- 
kern. Die Ausstattung des Werkes ist erstklassig. Die Abbildungen sind 
in einer Vollkommenheit wiedergegeben, wie man es selten findet, viele der 
Abbildungen sind Publikationen der letzten Jahre entnommen, die sonst 
noch immer schwer zuganglich sind. Der Autor und der Verlag haben mit 
diesem ersten Band ein Buch geschaffen, das es wirklich voll und ganz ver- 
dient. von weiten biologischen Kreisen und nicht etwa nur von Protistologen 
eingehend studiert zu werden. Alle, die es lesen, werden bereichert sein und 
gespannt auf den zweiten Band warten. F. Weber (Graz). 


Van Winkle, Q., M. W. Renoll, J.S. Garvey, E.S. Palik and A.F. Prebus: 
Electron Microscopy of Isolated Chromosomes. Expt. Cell. Res. 5. 
58—47 (1953). 


Ribi, E.: Electron Microscopic Investigation of the Cell Wall Organiza- 
tion of Wood. Ibid. 5, 161—172 (1953). 


Slautterback, D. B.: Electron Microscopic Studies of Small Cyto- 
plasmic Particles (Microsomes). Ibid. 5, 173—186 (1953). 


Bairati, A., and F. E. Lehmann: Structural and Chemical Properties 
of the Plasmalemma of Amoeba proteus. Ibid. 5, 220—233 (1955). 


Vorstehende elektronenmikroskopische Untersuchungen sind an den un- 
terschiedlichsten Objekten angestellt worden. Ribi untersuchte unter Ver- 
gleich mit Befunden der indirekten Methoden zur Leptonik die Organisa- 
tion von Cellulosefibrillen. Bairati und Lehmann fanden unter ver- 
gleichender phasenkontrast-, dunkelfeld- und _polarisationsmikroskopi- 
scher Untersuchung fiir das Plasmalemma von Amoeba an dem positiv 
formdoppelbrechenden Film von 500A Dicke neben Globulinen eine be- 
trachtliche Menge Mukopolysaccharide. van Winkle et al. erkannten an 
den nach Mirsky und Ris isolierten, fiir Chromosomen angesehenen 
fadenférmigen Gebilden aus Truthahn- und Hiihnchen-Erythrocyten und 
aus Kalbs-Thymus und -Leber nach Bretschneider-Farbung und Ver- 
silberungsmethode eine zentrale Tubula kreisférmigen Querschnittes, welche 
AgNO, recht einférmig speichert. Slautterback beobachiete an Homo- 
genisaten von Mause-Lebern unter Mikrosomen dreierlei nach Gréfe und 
Dichte gegeniiber den Elektronenstrahlen verschiedene Elemente, von denen 
die groRen ungewohnlich klebrig und mit einer Membran umgeben sind. 
mittlere und kleinere homogen und lipoidischer Zusammensetzung oder 
mindestens aus Substanzen mit ungesattigten Bindungen aufgebaut sind. 


H. H. Pfeiffer (Bremen). 


































Referate 463 


(1) Zurzycki, J.: Arrangement of Chloroplasts and Light Absorption 
in Plant Cells. Acta Soc. bot. Polon. 22, 299—320 (1953); 

(II) Zurzycka, A., i J. Zurzycki: Badania nad ruchami fototaktycznymi 
chloroplast6éw I (Studies on the Phototactic Movements of Chloro- 
plasts I). Ibid. 22, 667—678 (1953); 

(Ill) Zurzycki, J.. and A. Zurzycka: Kinematographic Method of 
Chloroplast Movements Analysis. Ibid. 22, 679—687 (1953). 


In der erstgenannten Arbeit (I) iiber die Absorption des Lichtes durch 

Chloroplasten wechselnder Anordnung in der Zelle wird eine mathematisch 
begriindete Bestimmung experimentell nachgepriift und eine regulierende 
Beeinflussung der Lichtabsorption durch phototaktische Chloroplasten- 
bewegungen diskutiert. 
_ Die weiteren Untersuchungen (II) befassen sich mit der Anordnung der 
Chloroplasten bei konstanten und bei wechselnden Lichtintensitaten und 
fiihren zu einer Beschreibung des typischen Verlaufs phototaktischer Re- 
aktionen. 

Die Bewegungen zu Epi- und Parastrophe bei Lemna trisulca werden 
endlich (III) durch die angewandte Technik als arythmisch mit durch- 
schnittlicher Geschwindigkeit von 0,066 und maximaler von 0,31 u/s 
angegeben; in manchen Fallen gleichen sich benachbarte Zellen in Richtung 
' und Geschwindigkeit ihrer Chloroplastenbewegungen an. 


H. H. Pfeiffer (Bremen). 
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Bei der Schriftleitung sind folgende weitere Arbeiten eingelangt: 


Imaizumi, T.: Recherches sur |’expression des facteurs létaux héréditaires 
chez l’embryon de la drosophile. I. La variation du volume de l’embryon . . 
Imaizumi, T., et Y. Kimoto: Recherches sur l’expression des facteurs létaux 
héréditaires chez l’embryon de la drosophile. II. Les éléments et les 
POTN ea aig eo ele OW! ec Ek BRN eo ae RET CARTELS, lane 
Imaizumi, T.: Recherches sur |’expression des facteurs létaux héréditaires 
chez l’embryon de la drosophile. III. La variation de la charge électrique 
Krebs, Inge: Beobachtungen tiber das Plasmolyseverhalten von Spirotaenia 
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Pisek, A., und W. Larcher: Zusammenhang zwischen Austrocknungsresistenz 
und: Prostharte bor: Imimereranen: 2. os oe eis cs sp) 0 a or ee 
Pfeiffer, H. H.: Vorliufige Versuche iiber die Elastizitat des Atraktoplasmas 
Biebl, R.: Zellwandpermeabilitét eimiger Moose. .........2422e-6 
Scheid], W.: Vakuolenkontraktion bei vollen Zellsiften an Zwiebelzellen von 
Tulipa silvestris und Colchicum speciosum. . ... +... +2 eee eee 
Flasch, Assunta, und H. Kinzel: Rasche Bildung von Entmischungskérpern 
in Zellsiften von Buxus sempervirens. .... . eieeila aes se. aaa at 
Kinzel, H.: Theoretische Betrachtungen zur lonenspeicherung basischer 
Vitalfarbstoffe in leeren Zelisiften . 5. 21 0 ee ew ee ee es 
Diskus, A.: Vitalfarbungsstudien an Euglenaceen. ..........2.4-. 
Biebl, R., und Waltraut Rossi-Pillhofer: Die Anderung der chemischen 
Resistenz pflanzlicher Plasmen mit dem Entwicklungszustand. ...... 
Kriszat, G.: Uber periodische Anderungen im Zustand der Plasmamembran 
und des Zytoplasmas wihrend des Ein-Zellstadiums des befruchteten Seeigeleis 
Wicklund, Elsa: On the Influence of Adenosine Triphosphate (ATP) on the 
Membrane Formation and the Cytoplasmic State in the Sea Urchin Egg . 
Johannes, H.: Beitriige zur Vitalfarbung von Pilamycelien. IV ...... 
Kaja, H.: Untersuchungen iiber die Chromatophoren und Pyrenoide der 
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Soeben beginnt zu erscheinen: 


Protoplasmatologia 


Handbuch der Protoplasmaforschung 


Unter Mitwirkung von 
W. H. Arisz, Groningen - H. Bauer, Wilhelmshaven - J. Brachet, Bruxelles - H. G. Callan, St. Andrews 
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Prof. Dr. L. V. Heilbrunn und Prof. Dr. F. Weber 
Philadelphia Graz 


In 14 Banden 


Das Handbuch erscheint i indig Einzelveréffentlichungen, die 


in kurzen Zeitabstinden aufeinanderfolgen und zu Bdnden vereinigt 
werden. Jeder selbstiindig erscheinende Handbuchteil ist einzeln kéuflich 
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Gliederung des Gesamtwerkes: 


I. Grundlagen. — II. Cytoplasma. — III. Cytoplasma-Organellen. — IV. Virus. — V. Karyoplasma (Nucleus). 

— VI. Kern und Zellteiiung. — VII. Befruchtung und Kernyerschmelzung. — VIII. Physiologie des Proto- 

Dicer — IX. Die Rolle des Cytoplasmas in der Vererbung. — X. Pathologie des Protoplasmas. — XI. Ver- 

Protopl tik. — XII. Protoplasmatische ‘Ykologie der Pflanzen. — XIII. Angewandte Proto- 
plasmatik. — XIV. Geschichte der Protoplasmatik. 





Soeben sind erschienen: 


Endomitose und endomitotische Polyploidisierung. von Prof. Dr. Lothar Geitler, 
Botanisches Institut der Universitat Wien. Band VI. Kern- und Zelliteilung, C. Endomitose und endo- 
mitotische Poiyploidisierung. Mit 44 Textabbildungen. IV, 89 Seiten. 1953. 

S$ 140.—, DM 23.50, $ 5.60, sfr. 24.10 


Chemistry and Physiology of Mitochondria and Microsomes. By oOlov Lindberg, 
Ph. D., and Lars Ernster, Ph. D., beide Wenner-Gren’s Institute, Stockholm. Band III. Cytoplasma- 
Organelien. A. Chondriosomen, Mikrosomen, Sphaerosomen, 4. Chemistry and Physiology of Mitochondria 
and Microsomes. With 32 Figures. IV, 136 Pages. 1954. 8 204, DM 34.—, $ 8.10, sfr. 34.80 


AuschlieBend wird erscheinen: 


Makromolekulare Chemie und ihre Bedeutung fir die Protoplasmaforschung. 
Von Nobelpreistrager Prof. Dr. phil., Dr.-Ing. e. h., Dr. rer. nat. h.c. Hermann Staudinger und Dr. phil., 
Mag. rer. nat. Magda Staudinger, beide Staatliches Forschungsinstitut fiir makromolekulare Chemie der 
Universitat Freiburg i. Br. Band I. Grundlagen, 1. Makromolekulare Chemie und ihre Bedeutung fiir die 
Protoplasmaforschung. Mit 27 Textabbildunger. Etwa 80 Seiten. 1954. 

Vorbestelipreis, giltig bis zum Erscheinen: S 93.60, DM 15.60, $ 3.70, sfr. 15.90 
Endgiiltiger Ladenpreis nach Erscheinen: S 117.—, DM 19.50, $ 4.65, sfr. 20.— 


Bei Verpflichtung zur Abnahme des Gesamtwerkes gilt der Vorbestellpreis weiter als Subskriptionspreis. 
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